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ZusammenfassungX
Zusammenfassung
Chemotherapeutika für Influenza-Erkrankungen, insbesondere die Gruppe der
Neuraminidaseinhibitoren, entfalten ihre größte Wirksamkeit im frühen Stadium der
Erkrankung. Daher sind schnelle und verläßliche Methoden der Diagnostik notwendig. Die
erhältlichen Schnelltests (Kits) arbeiten fast ausschließlich auf immunologischer Basis.15
Daher unterliegen sie aufgrund von Mutationen (antigenic drift) Veränderungen in der
Struktur der im Test nachgewiesenen Virusproteine. Dadurch wird die Spezifität und
Verläßlichkeit der Kits beeinflußt.
Ziel dieser Arbeit ist es, die Grundlage für ein Nachweissystem von Influenza A Viren auf
nicht-immunologischer Basis zu schaffen. Dazu sollen die Viren über Neuraminidase, eines
Oberflächenproteins des Influenza Virus, an einer Oberfläche angereichert werden. Die
Bindung der Neuraminidase erfolgt durch Derivate des Neuraminidaseinhibitors GS 4071
(Inhibitorderivate), die kovalent oder adsorptiv an die Oberfläche immobilisiert werden. Der
inhibitorische Kopf des GS 4071 bindet das aktive Zentrum der Neuraminidase, blockiert es
und immobilisiert dadurch das Protein an der Oberfläche, auf der es anschließend
nachgewiesen werden kann. Die Spezifität dieses Tests wird durch den antigenic drift nicht
beeinflußt, da die Bindung der Neuraminidase an einer hochkonservativen Domäne (keinen
Mutationen unterworfen) des Enzyms erfolgt.
Polymerträger
Als Polymerträger dienen im Rahmen der Arbeit Silicon, Glas und Polystyrol. Die Kopplung
der Inhibitorderivate an die Trägeroberflächen erfolgt sowohl kovalent als auch adsorptiv. Der
Neuraminidaseinhibitor GS 4071 verfügt über eine Reihe von funktionellen Gruppen, die mit
den gängigen Kopplungsreagenzien Nebenreaktionen eingehen können. Um diese
Nebenreaktionen auszuschließen, erfolgt die kovalente Kopplung durch Hydrosilylierung. Bei
der Hydrosilylierung reagiert eine ω-Doppelbindung des Inhibitorderivates mit einer
Silanfunktion des Polymerträgers im Sinne einer Additionsreaktion. Als Träger für die
kovalente Kopplung werden Glas und Silicon eingesetzt. Die zur kovalenten Kopplung
benötigten Silanfunktionen werden bei der Vulkanisation des vinylterminierten Basispolymer
mit zwei unterschiedlich hoch silanfunktionalisierten (50-55 Mol% und 100 Mol%
Methylsilan) Vernetzern eingebracht.
Zusammenfassung XI
Die Silanfunktionen werden in den Siliconfolien mittels ATR-IR-Spektroskopie durch ihre
Valenzschwingung bei 2168 cm-1 und mittels XPS durch den sinkenden Kohlenstoffanteil der
Elementzusammensetzung an der Oberfläche nachgewiesen. Ein direkter Nachweis ist durch
XPS wegen der fehlenden Sensitivität für Wasserstoffatome nicht möglich. Die Intensität der
Si-H Valenzschwingungsbande im ATR-IR-Spektrum dient als Maß für die Menge der
Silanfunktionen. Die Substitution von Methylgruppen durch Wasserstoff in den Vernetzern
verändert das stöchiometrische Verhältnis Si:O:C von 25:25:50 Atom% im
Poly(dimethylsiloxan). Bei den funktionalisierten Folien erfolgt eine Verschiebung des
Verhältnisses um 4,4 (SiH 50) bzw. 8,9 Atom% (SiH 100) zu ungunsten des Kohlenstoffs.
Die Abweichung des Kohlenstoffgehaltes von der stöchiometrischen
Elementzusammensetzung des unfunktionalisierten Silicons stellt also ein Maß für die Anzahl
der eingeführten Silanfunktionen dar. Die auf Grund der Mengenverhältnisse und der
Kettenlänge der jeweils eingesetzten Komponenten ermittelten Konzentrationen der
eingebauten Silanfunktionen betragen 78 µmol/g Folie (SiH 50), bzw. 150 µmol/g Folie (SiH
100).
Bedingt durch den niedrigen Schmelzpunkt des Silicons von -43°C haben die Polymerketten
bei Raumtemperatur eine hohe Beweglichkeit. Diese Beweglichkeit bewirkt eine
Reorganisation der Oberfläche und damit eine Änderung der Oberflächeneigenschaften in
Abhängigkeit vom umgebenden Medium. Die Beschreibung dieses Verhaltens erfolgt mittels
Kontaktwinkelmessung nach der sessile drop- und captive bubble-Methode. Änderungen der
Oberflächeneigenschaften zeigen sich durch Abweichungen in den gemessenen Winkeln in
Abhängigkeit von der Meßmethode. Allgemein zeigen die Folien bei Messungen mit der
captive bubble-Methode eine bessere Benetzbarkeit mit Wasser als bei Messungen mit der
sessile drop-Methode. Im Vergleich zur unfunktionalisierten Folie (SiH 0) nimmt die
Abweichung bei der geringer funktionalisierten Folie (SiH 50) leicht ab. Bei der höher
funktionalisierten Folie (SiH 100) nimmt sie hingegen deutlich zu. Dies beruht, da das gleiche
Basispolymer und die gleiche Zusammensetzung verwendet wurde, auf der geringeren
Kettenlänge des niedriger funktionalisierten Vernetzers und der damit verbundenen dichteren
Vernetzung der resultierenden Folie.
Die SiH 100-Folie wird wegen der höheren Zahl an freien Silanfunktionen, die zur kovalenten
Kopplung der Inhibitorderivate zur Verfügung stehen, für die Kopplungsexperimente
ausgewählt.
ZusammenfassungXII
Da bei Glas keine Reorganisation der Oberfläche stattfindet, wird es als Modelloberfläche für
Studien der Kopplungsreaktionen eingesetzt. Die Funktionalisierung der Glasträger erfolgt
durch eine Silanisierung mit Chlordimethylsilan. Sie wird mittels XPS durch eine starke
Änderung der Elementzusammensetzung der Oberfläche und die neu eingeführte
kohlenstoffgebundene Siliciumspezies bewiesen. Diese, durch das Dimethylsilan eingeführte
Bindungsspezies kann zwar wegen der ungenügenden Auflösung des Spektrometers nicht als
separates Signal nachgewiesen werden, macht sich aber durch eine Verschiebung des
Maximums des Siliciumsignals bemerkbar. Bei den Kontaktwinkelmessungen wird aufgrund
der eingeführten Methylgruppen eine Erhöhung des Kontaktwinkels um etwa 15° gemessen.
Zusätzlich zur kovalenten Kopplung erfolgt ebenfalls eine adsorptive Immobilisierung der
Inhibitorderivate durch das Biotin-Streptavidin System. Für diese Form der Immobilisierung
ist eine Modifizierung der Trägeroberflächen nicht erforderlich.
Synthese der Inhibitorderivate
Damit ein ausreichender Abstand des inhibitorischen Kopfes von der Trägeroberfläche und
die damit zur Bindung notwendige Beweglichkeit sichergestellt ist, wird ein Spacer benötigt.
Dieser Spacer wird während der Synthese der Inhibitorderivate in das Molekül integriert. Die
Inhibitorderivate werden aus einem Zwischenprodukt der technischen Herstellung von GS
4071, einem N-Tritylaziridin und einem ω-ungesättigten sekundären 3-Alkohol (8-Nonen-3-
ol oder 12-Tridecen-3-ol) aufgebaut. In diesem Schlüsselschritt entstehen biologisch inaktive
Derivate, die durch die ω-Doppelbindung bereits zur kovalenten Kopplung befähigt sind. Der
aliphatische Rest des jeweiligen 3-Alkohols fungiert als Spacer. Die Inhibitorderivate, die
durch die Reaktion mit N-Tritylaziridin entstehen, unterscheiden sich in der Länge der
Alkylketten, die als Spacer fungieren. Sie werden als C-9 (Sp. 3.1.2) und C-13-Alkylderivat
(Sp. 2.1.2) bezeichnet. Die Bindungsfähigkeit von Sp. 3.1.2 und Sp. 2.1.2 wird durch eine
Azidreduktion und Esterverseifung in zwei Schritten aktiviert. Auf diese Weise werden zwei
weitere zur kovalenten Kopplung vorgesehene Derivate (Sp. 3.3.4 und Sp. 2.3.4) erhalten.
Die Derivate dienen dazu, den Einfluß der Alkylkette auf die Bindungsfähigkeit des
inhibitorischen Kopfes an die Neuraminidase zu untersuchen und zu beschreiben.
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Eine Erhöhung der Hydrophilie des Spacers ist aufgrund des Einsatzes in wäßrigen Medien
für eine bessere Bindungsfähigkeit wünschenswert. Diese Hydrophilierung soll durch das
Einfügen von Poly(ethylenglykol) in den Spacer im Anschluß an den beschriebenen
Schlüsselschritt erfolgen. Dazu wird die ω-Doppelbindung der Alkylderivate epoxidiert und
anschließend mit einem Amin nucleophil geöffnet. Als Aminokomponente dient ein Bis-
amino-poly(ethylenglykol).
In einem Vorversuch gelingt mit dem kurzkettigen monodispersen 4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecandiamin die Epoxidringöffnung bei einer Modellsubstanz. Allerdings führt die
Epoxidringöffnung bei den C-9 und C-13-Alkylderivaten zu einer Reihe von
Zersetzungsprodukten. Daher konnten keine Poly- oder Oligo(ethylenglykol)-Derivate von
GS 4071 synthetisiert werden.
Zur adsorptiven Immobilisierung wird auf Basis des C-9-Alkylderivates (Sp. 3.1.2) ein
biotinyliertes Inhibitorderivat (BID, Sp. 3.1.6) hergestellt. Die Darstellung des BID erfolgt
durch die Epoxidierung der ω-Doppelbindung und nucleophile Öffnung des Epoxids mit
einem Aminoderivat des Biotins (Biotin-DADOO). Für diese Reaktion ist ein Katalysator
erforderlich. Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen und der Ausbeute werden fünf
verschiedene Katalysatoren in je drei Lösungsmitteln erprobt. Nach diesem Reaktionsschritt
erfolgt die Aktivierung der biologischen Aktivität in zwei Stufen zum BID.
Darüber hinaus werden drei kopplungsfähige Modellsubstanzen hergestellt. Zwei der
Modellsubstanzen basieren auf den 3-Alkoholen. Die Alkohole werden mit α-Chloressigsäure
verestert und anschließend wird das Chlor gegen eine Azidgruppe ausgetauscht (Azidsonden).
Zusätzlich wird eine Modellsubstanz (Ro 69-4544), die in wesentlichen Strukturmerkmalen
dem GS 4071 entspricht, von der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) eingesetzt.
Diese Modellsubstanzen dienen der Optimierung der Reaktionsbedingungen bei der
kovalenten Kopplung und zur Etablierung der Analytik. Ro 69-4544 fungiert zusätzlich als
Inhibitoderivatanalogon zur Vorbereitung von Synthesen.
Die Azidruppe, die in allen Molekülen vorhanden ist, dient in der Anayltik als reporter group.
Im ATR-IR-Spektrum wird sie durch die Valenzschwingung bei 2106 cm-1 und im XPS durch
den gemessenen Stickstoff nachgewiesen. Ein direkter Nachweis der Azidbindung ist durch
XPS nicht möglich, da sich die Bindungsenergie des kovalent gebundenen Azids nicht von
der einer Kohlenstoff-Stickstoff Einfachbindung unterscheidet.
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Kopplung der Inhibitorderivate
Die kovalente Kopplung der Inhibitorderivate kann vor (Methode A) oder nach der
Erzeugung der biologischen Aktivität des inhibitorischen Kopfes (Methode B) erfolgen. An
den Siliconoberflächen werden beide Methoden, an Glas wurde nur Methode B angewandt. In
Methode A führt der letzte Schritt der Aktivierung (Esterverseifung) zu einer Abspaltung der
gekoppelten Derivate von der Glasoberfläche.
Der Nachweis der Kopplung und der anschließenden Aktivierung erfolgt über die Änderung
der Elementzusammensetzung und die unterschiedlichen Benetzbarkeiten der Oberflächen.
Der Anteil des Stickstoffs in der Oberfläche nach der Kopplung des inaktiven
Inhibitorderivates (Methode A) beträgt bei beiden Derivaten (Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2) 1,0
Atom%. Zusätzlich wird eine Erhöhung des Kohlenstoffanteils in Abhängigkeit von der
Länge der Alkylkette gemessen. Während der Aktivierung sinkt der Stickstoffanteil durch die
Azidreduktion auf 0,3 Atom% und auch der Kohlenstoffanteil wird durch die Esterverseifung
geringer.
Durch die Kopplung und Aktivierung nach Methode A ändert sich ebenfalls das
Benetzungsverhalten der Folie. Die Kontaktwinkel bei Anwendung der sessile drop-Methode
sinken um 15° beim Sp. 2.3.4 und um 10° beim Sp. 3.3.4. Bei der captive bubble-Methode
erhöhen sich die Kontaktwinkel um 23° (Sp. 3.3.4) und um 17° (Sp. 2.3.4). Bei beiden
Inhibitorderivaten wird der Unterschied der Kontaktwinkel zwischen den beiden
Meßmethoden durch Lösungsmitteleinflüsse während der Aktivierung geringer.
Eine kovalente Kopplung nach der Herstellung der biologischen Aktivität (Methode B) führt
an beiden Oberflächen zu besseren Ergebnissen als Methode A. Beim Silicon beträgt der
Anteil des Stickstoffs an der Oberfläche nach der Kopplung der aktiven Derivate 0,6 Atom%
für Sp. 3.3.4 und 0,8 Atom% für das Sp. 2.3.4. Bei Glas liegt der Stickstoffanteil mit 1,3 (Sp.
3.3.4) und 1,8 Atom% (Sp. 2.3.4) für beide Derivate deutlich höher. Parallel dazu steigt nach
allen Kopplungen der Kohlenstoffanteil mit zunehmender Länge der aliphatischen Kette an.
Die Signale, die durch den Träger verursacht werden, werden unterdrückt.
Die Kontaktwinkel der Siliconfolie nach der sessile drop-Methode verändern sich kaum und
liegen geringfügig niedriger als für die Folie vor der Kopplung. Bei der captive bubble-
Methode wird beim C-9-Alkylderivat (Sp. 3.3.4) ein Anstieg des Kontaktwinkels und damit
der Hydrophobie, beim C-13-Alkylderivat (Sp. 2.3.4) ein Absinken der hydrophoben
Eigenschaften gemessen. Die größere Erhöhung der Hydrophilie beim C-13 Derivat mit der
längeren Alkylkette erklärt sich durch die größere Beweglichkeit des inhibitorischen Kopfes
und die damit verbundene leichtere Anpassung an das umgebende Medium.
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An der Glasoberfläche findet bei beiden Meßmethoden ein Anstieg der Kontaktwinkel statt.
In der sessile drop-Methode steigt der Kontaktwinkel mit zunehmender Länge der Alkylkette
von 50° (SiH 100) über 75° bei Sp. 3.3.4, auf 82° bei Sp. 2.3.4 an. Nach der captive bubble-
Methode findet zwar auch ein Anstieg statt, jedoch führt dieser bei beiden Derivaten zum
gleichen Ergebnis. Die Kontaktwinkel nach der Kopplung betragen 56° (Sp. 3.3.4) bzw. 55°
(Sp. 2.3.4), also sorgt auch hier die größere Beweglichkeit der C-13-Alkylkette für eine
verbesserte Anpassung an die hydrophile Umgebung.
Die Änderungen der Oberflächenzusammensetzung und der Kontaktwinkel beweisen zwar die
erfolgreiche Kopplung, geben jedoch nicht direkt Auskunft über die Belegungsdichte der
Oberfläche mit den gekoppelten Molekülen. Die Abschätzung der Belegungsdichte erfolgt
über eine Näherungsrechnung. Für diese Näherungsrechnung wird eine monomolekulare
Schicht angenommen, und die Dimensionen der gekoppelten Moleküle, basierend auf der
Summe ihrer Bindungslängen, werden abgeschätzt. Mit der spezifischen Dichte (ρ) des
Trägers gelingt die rechnerische Abschätzung des Stickstoffanteils in Atomprozent für eine
geschlossene monomolekulare Belegung. Ein Vergleich der rechnerischen Werte mit den
experimentell ermittelten liefert an Glasoberflächen für die Kopplung von Sp. 3.3.4 eine 81
%-ige, für die Kopplung von Sp. 2.3.4 eine vollständigen Belegung der Oberfläche. Beim
Silicon liegen die experimentellen Werte erheblich unter den errechneten. Nach Methode A
wird für beide Derivate eine Belegung von etwa 22 % erhalten. Nach Methode B wird für Sp.
3.3.4 eine Belegung von 43 %, für das Derivat Sp. 2.3.4 mit der längeren Alkylkette von 62
% ermittelt. Grund für die geringere Belegung ist die Funktionalisierung durch die Vernetzer.
Durch den Anteil an Vernetzer von 10 Gew% an der Polymerzusammensetzung wird im
Unterschied zum Glas keine vollständige Funktionalisierung der Oberfläche und somit auch
keine flächendeckende Kopplung erreicht.
Die adsorptive Kopplung erfolgt unabhängig von der Trägeroberfläche (Silicon oder
Polystyrol) über Streptavidin. Das Streptavidin wird an die Polymeroberfläche physisorbiert
und die Oberfläche mit einem Protein gegenüber unspezifischer Bindung blockiert. FüSilicon
wird die Streptavidin Beschichtung nachträglich vorgenommen, bei Polystyrol wird auf eine
kommerziell erhältliche, mit Streptavidin beschichtete und blockierte Oberfläche
zurückgegriffen. Anschließend wird das Biotinderivat an die Bindungsstellen des Streptavidin
gebunden, so daß der inhibitorische Kopf des Biotinderivates in die umgebende Lösung ragt
und eine Neuraminidasebindung erfolgen kann.
ZusammenfassungXVI
Bindungsuntersuchungen
Vor den eigentlichen Bindungsuntersuchungen wird die Fähigkeit der Alkylderivate und des
Biotinderivates zur Anbindung an Neuraminidase in Lösung überprüft. Für die Alkylderivate
Sp. 2.3.4 und Sp. 3.3.4 erfolgt der Nachweis durch einen kompetitiven Inhibitionsassay mit
zwei verschiedenen Influenza A und einem Influenza B Virus. Der Vergleich mit GS 4071
zeigt eine geringere Affinität der Alkylderivate, die mit steigender Kettenlänge weiter
abnimmt. Im Vergleich zur Neuraminsäure als natürlichem Substrat liegt die
Bindungsfähigkeit aber deutlich höher.
Um die Bindungsfähigkeit des Biotinderivates nachzuweisen wird zunächst Neuraminidase
adsorptiv immobilisiert und mit dem Biotinderivat inkubiert. Bei einer Bindung des
inhibitorischen Kopfes an die Neuraminidase ragt der Biotinanker in die Lösung und kann mit
einem peroxidasemarkierten Streptavidinanalogon, dem Extravidin, nachgewiesen werden.
Die Nachweisgrenze für dieses System wird mit 49 pg/ml Biotinderivat ermittelt.
Zur Quantifizierung der Bindungsfähigkeit der kovalent gekoppelten Derivate an die
Neuraminidase ist der Aufbau eines Nachweissystems nötig. Dieses Nachweissystem basiert
auf dem Prinzip des ELISA. Die dafür notwendige Neuraminidase (die bereits beim BID im
Vorversuch verwendet wird) und die monoklonalen Antikörper werden von einem
Kooperationspartner bereitgestellt. Um unspezifische Bindungen innerhalb des
Nachweissystems auszuschließen, werden bei allen Bestimmungen Kontrollmessungen
durchgeführt.
Die Bindungsuntersuchungen der gekoppelten C-9- (Sp. 3.3.4) und C-13-Alkylderivate (Sp.
2.3.4) führen unabhängig von der Oberfläche sowie der Kopplungs- und
Aktivierungsmethode (Methode A oder B) zu keiner nachweisbaren Bindung der
Neuraminidase. Es wird angenommen, daß die hydrophoben Eigenschaften der Alkylkette
dazu führen, daß sich diese im wäßrigen Medium flach an die Oberfläche legt und so keine
Bindung durch den inhibitorischen Kopf stattfinden kann. Eine weitere mögliche Erklärung
ist die zu geringe Länge der Alkylspacer. Dadurch würden die Derivate im unumgänglichen
Blockierungsschritt mit dem Blockprotein (Bovines Serum Albumin, BSA) maskiert.
Zusammenfassung XVII
Die adsorptive Bindung erfolgt an Polystyrol und Silicon. Die Messung zeigt eine
ausgezeichnete Bindungsfähigkeit mit einer Nachweisgrenze für die Neuraminidase von 3
ng/ml. Beim Silicon kommt es aufgrund der Kettenbeweglichkeit des Polymers zu keiner
spezifischen Bindung. Durch diese Beweglichkeit findet während der verschiedenen
Arbeitsschritte der Messung eine ständige Desorption und Adsorption statt. Die so erfolgende
unspezifische Bindung aller im Test verwendeten Proteine führt zu keinen verwertbaren
Ergebnissen.
Es wird gezeigt, daß eine Bindung und Anreicherung von Neuraminidase durch Derivate des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071, die an Oberflächen immobilisiert sind, grundsätzlich
möglich ist. Das etablierte erste Nachweissystem für die gebundene Neuraminidase verfügt
über eine geeignete Empfindlichkeit für ein nichtimmunologisches Nachweissystem.
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Summary
Chemotherapeutics for influenza diseases, especially the group of neuraminidase inhibitors
are most effective when applicated in an early stage of the disease. Therefore fast and reliable
methods of diagnostic are needed. The commercially available detection kits work almost
exclusively on an immunological basis.15 This is the reason why they are subject to changes
due to mutations (antigenic drift) in the structure of the detected virus proteins. This confines
the specificity and reliability of those kits.
The goal of this work is to lay the foundation for a detection system for Influenza A viruses
on a non-immunological basis. The viruses should be attached via neuraminidase (NA), a
surface protein of the influenza virus, to the surface. The binding of NA is achieved by
derivatives of the neuraminidase inhibitor GS4071 (inhibitor derivatives) that are either
covalently coupled or immobilized to the surface by adsorption. The inhibitory head  of
GS4071 binds to the active center of the NA, thus blocking and immobilizing it to the surface
where it can be detected. The specificity of this test would not be influenced by antigenic drift
because the binding of the NA takes place in a highly conservative (hardly any mutations)
domain of the enzyme.
Polymer Carriers
As polymer carriers in this work serve silicone, glass and polystyrene. Coupling of the
inhibitor derivatives is done covalently or by adsorption. The neuraminidase inhibitor GS4071
contains a couple of functional groups, that could react with common coupling reagents in
unwanted side reactions. To prevent these side reactions covalent coupling is carried out by
hydrosilylation. In a hydrosilylation an ω-double bond of the inhibitor derivative reacts with a
silane function on the polymer surface in an addition-like reaction. Carriers for covalent
coupling are glass and silicone. The necessary silane functionalities for covalent coupling are
being introduced during the curing step of the vinyl-terminated base polymer with the curing
agent by two curing agents that contain different amounts (50-55 Mol% and 100 Mol%
methylhydrosilane) of silane functional groups.
The introduced silane functions are detected by means of ATR-IR-spectroscopy through their
valence vibration at 2168 cm-1 and by means of XPS by the decreasing amount of carbon in
the element composition of the surface. A direct proof by XPS is not possible due to the
method’s low sensitivity for hydrogen atoms.
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The intensity of the Si-H valence vibration in the ATR-IR spectrum serves as a measure for
the amount of silane functionalities introduced. Substitution of methyl groups by hydrogen in
the curing agents changes the stoichiometric rate Si:O:C from 25:25:50 atom% in
poly(dimethylsiloxane). In the functionalized foils occurs a shift in this rate of 4.4 (SiH 50)
and 8.9 (SiH 100) atom% respectively in disfavor of carbon. The deviation of the carbon
content from the stoichiometric composition indicates the share of the introduced silane
functionalities. The determined concentrations based on the amount and chain length of the
respective curing agent used are 78 µmol/g foil (SiH 50) and 150 µmol/g foil (SiH 100).
Due to the low melting point of silicone of –43°C the polymer chains have a high mobility at
room temperature. This mobility causes a surface reorganization depending on the
surrounding medium. This behavior is described by measuring the contact angles by means of
the sessile drop and captive bubble method. Changes in the surface properties show in
deviations of the measured angles depending on the method applied. In general all foils show
a better wettability with water in the captive bubble method than in the sessile drop method.
Compared to a foil that is not functionalized (SiH 0) the deviation decreases for the lower
functionalized foil (SiH 50). It increases greatly for the higher functionalized foil (SiH 100).
The reason for this is, since the same base polymer and the same amount of curing agent was
used, the shorter chain length and the resulting higher cross-linking in the foil with the lower
funktionalized curing agent (SiH 50).
The SiH 100 foil is used for the experiments on covalent coupling of the inhibitor derivatives
because of the higher amount of silane functionalities available for coupling.
Since glass shows no surface reorganisation it is used as a model surface for the optimizing
coupling conditions. Functionalization of glass surfaces is achieved by silanisation with
chlorodimethylsilane. Functionalization is proven by XPS through a drastic change in surface
compostion and a newly detected carbon bound silicon species. Although this species,
introduced by the silanisation agent, cannot be evidenced directly because of the
spectrometers’ insufficient resolution it shows by a shift of the maximum of the silicon peak.
In contact angle measurements an increase of about 15° due to the introduced methyl groups
is found.
In addition to covalent coupling an adsorptive immobilization by the biotin-streptavidin
system is carried out. For this type of immobilization no surface modification is necessary.
SummaryXX
Synthesis of the inhibitor derivatives
To provide a sufficient distance of the inhibitory head from the surface and the flexibility
necessary to binding the NA a spacer is needed. This spacer is incorporated in the molecule
during the synthesis of the inhibitor derivatives.
The inhibitor derivatives are made from an intermediate product of the commercial
production of GS4071, an N-Tritylaziridine and an ω-unsaturated secondary 3-alcohol (8-
nonen-3-ol or 12-tridecen-3-ol). In this key step biological inactive derivatives are obtained,
that can already be coupled to the surface because of the ω-double bond. The respective 3-
alcohol’s aliphatic moiety serves as the spacer. The inhibitor derivatives obtained through the
reaction with the N-Tritylaziridine differ in the length of the alkyl chains that serves as the
spacer. They are named C-9-Alkyl-derivative (Sp. 3.1.2) and C-13-Alkyl-derivative (Sp.
2.1.2). The ability of Sp. 3.1.2 and Sp. 2.1.2 to bind to NA is activated in two steps by azide
reduction and ester saponification. By doing so two further derivatives for covalent coupling
(Sp. 3.3.4 and Sp. 2.3.4) are obtained. These derivatives serve the purpose of examining the
influence of the alkyl chain’s length on the ability of the inhibitory head to bind to NA.
An increase in the spacer’s hydrophilicity is desired for a better binding ability because of the
application in aqueous media. This hydrophilisation is supposed to be achieved by
incorporating Poly(ethyleneoxide) units into the spacer following the described key step.
Therefore the ω-double bond is transformed into an epoxide and is then opened nucelophilicly
by an amine. Bis-amino-poly(ethyleneoxide) serves as the amino compound. In a preliminary
experiment opening the epoxide ring is successfully performed with 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanamine and a model substance. However, Epoxide ring opening with C-9 and C-13
Alkyl-derivatives though leads to a number of decompostion products. Therefore no poly-or
oligo(ethyleneoxide) derivatives of GS4071 were synthesized.
For adsortive immobilization a biotinylated derivative (BID, Sp. 3.1.6) of Sp. 3.1.2 is
synthesized. The product is obtained by epoxidation of the ω-double bond and nucleophilic
opening of the epoxide ring by an amino derivative of biotin (Biotin-DADOO). For this
reaction a catalyst is essential. To optimize the reaction conditions and yield five different
catalysts, each in three different solvents, are screened. Following this step the biological
function is activated in two further steps to obtain the BID.
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Furthermore three model substances able to be coupled are made. Two of these model
substances are based on the 3-alcohols. The alcohols are esterified by a-Chloroacetic acid and
subsequently the Chlor atom is substituted by an azide group (“Azide-probes”). Additionally
one model substance (Ro 69-4544) that is closely related to GS4071 in terms of structure,
supplied by Roche (Mannheim, Germany), is used.
These model substances are used for optimizing reaction conditions in covalent coupling
procedures and establishing analytic methods. Additionally Ro 69-4544 functions as an
analogue to the inhibitory derivatives in preparing crucial steps in the synthesis of those
derivatives.
The azide group, present in every model substance, serves as a reporter group. In an ATR-IR-
spectrum the group is detected by its vibration at 2106 cm-1 and in the XPS by the newly
detected nitrogen. A direct measurement of the azide group by means of XPS is not possible
because the bond energies of a covalently bonded azide does not differ from the bond energy
of a carbon-nitrogen single bond.
Coupling of inhibitor derivatives
Covalent coupling of the inhibitor derivatives can be carried out before (method A) or after
activating the biological function of the inhibitory head (method B). On silicone surfaces both
methods are used while on glass surfaces only method B is employed. In method A the final
step (saponification) would lead to a cleavage of the coupled molecules from the surface.
Successful coupling and subsequent activation is proved by the changes in the elemental
composition of the surface and their respective wettabilities.
The amount of nitrogen in the surface after coupling the inactive inhibitor derivatives (method
A) is 1.0 atom% in both cases. Additionally, an increase of carbon content depending on the
length of the alkyl chain is found. During the activation procedure the amount of nitrogen
decreases to 0.3 atom% and the carbon content also decreases slightly due to saponification.
By coupling and activating the derivatives following method A the surface’s wettability also
changes. The contact angles measured by the sessile drop method decreases by 15° for Sp.
2.3.4 and by 10° for Sp. 3.3.4. In the captive bubble method both contact angles increase by
23° (Sp. 3.3.4) and by 17° (Sp. 2.3.4) respectively. With both inhibitor derivatives the
differences in contact angles decrease during the activation procedure due to influences by the
solvents.
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Covalent coupling after activating the biological function (method B) leads to better results
with both derivatives than method A. On silicone surfaces the nitrogen contents are 0.6
atom% (Sp. 3.3.4) and 0.8 atom% (Sp. 2.3.4) respectively. On glass surfaces the nitrogen
content is even larger and amounts to 1.3 atom% for Sp. 3.3.4 and 1.8 atom% for Sp. 2.3.4.
Simultaneously the carbon content increases after coupling corresponding to the increasing
length of the aliphatic chain. Signals stemming from the glass plates are suppressed.
Contact angles of the silicone foils hardly change and are slightly lower than before coupling.
Measuring contact angles by the captive bubble method shows an increase for the C-9 Alkyl-
derivative and thus an increase in hydrophobicity, for the C-13 Alkyl-derivative a decrease of
hydrophobicity is found. The larger increase in hydrophilicity with the C-13 Derivative is due
to the greater felixibility of the inhibitory head due to the greater chain length and the
corresponding easier adjustment to the surrounding media.
On glass surfaces an increase in contact angles in both methods is found. In the sessile drop
Method the contact angle increases from 50° (SiH 100) via 75° for Sp. 3.3.4 to 82° for Sp.
2.3.4 corresponding to the alkyl chain’s length. In the captive bubble method an increase in
contact angles is measured, but it leads to the same results for both derivatives. The contact
angles after coupling are 56° (Sp. 3.3.4) and 55° (Sp. 2.3.4) respectively, so that in this case
also the greater flexibility of the C-13 aliphatic chain is responsible for the adaptation of the
derivative to the hydrophilic surrounding.
The changes in the surface’s elemental composition prove the successful coupling but do not
give direct information about the degree of occupancy of the surface with coupled derivatives.
Estimation of occupancy is achieved by an approximation. For this approximation a
monomolecular layer is postulated and the dimensions of the derivatives is calculated based
on their respective bond lengths. Taking the specific density (ρ) of the polymer carrier into
account leads to an approximation of the nitrogen content of a completely occupied surface.
Comparison of measured values to the estimated ones give an occupancy of 81% for Sp. 3.3.4
and of 100% for Sp. 2.3.4. In case of silicone as a carrier the measured values are
distinctively lower that the estimated ones. In method A an occupancy of about 22% for both
derivatives is achieved. Following method B 43% occupancy for Sp. 3.3.4 and 62%
occupancy for Sp. 2.3.4 is achieved. The reason for the lower degree of occupancy on silicone
surfaces is the procedure used to incorporate the silane functionalities by curing agents. The
share of curing agent in polymer composition is 10% by weight, thus no complete
functionalization of the surface and consequently no complete occupancy can be achieved.
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Adsorptive immobilization is carried out regardless of the carrier by streptavidin. Streptavidin
is adhered to the surface by adsorption and the remaining surface is blocked by BSA to
prevent unspecific binding. In case of silicone the streptavidin coating is done supplementary,
in case of polystyrene a commercially available pre-coated surface is used. Afterwards the
BID is bound to streptavidin thus resulting in the inhibitory head to reach into the surrounding
solution and being able to bind to NA.
Binding assays
Before estimating the binding ability of coupled inhibitor derivatives, the ability to bind to
NA in solution is confirmed. For the derivatives Sp. 2.3.4 and Sp. 3.3.4 the examination is
done by means of a competitive inhibition assay using two different influenza A virus strains
and one influenza B virus strain. Comparison with GS4071 shows a slightly lower affinity of
the alkyl derivatives that further decreases with increasing chain length. Compared to
neuraminic acid as the natural substrate though the affinity is significantly higher.
To prove the binding ability of the biotinylated derivative (Sp. 3.1.6) NA is immobilized by
adsorption and then incubated with Sp. 3.1.6. If binding occurs the biotin moiety will extend
in the surrounding solution and can thus be detected by a peroxidase labeled streptavidin
analogue, the extravidin. The estimated detection limit for this system is 49 pg/ml BID.
To quantify the binding ability of the covalently coupled derivatives to NA it is necessary to
first establish a detection system. This system is based on the ELISA principle. The NA that is
required (and has already been used in the preliminary experiment with Sp. 3.1.6) for this
system is provided by a collaborate partner. To eliminate unspecific binding in the system the
necessary controls for every measurement are also conducted.
Binding assays of covalently coupled C-9- (Sp. 3.3.4) and C-13-Alkyl-derivates (Sp. 2.3.4)
lead to no detectable binding of NA regardless of surface, coupling or activation method
(Method A or B) used. It is supposed that the hydrophobic properties of the alkyl chain is
responsible for the chain to interact with the surface resulting in the inhibitory head to lie
directly on the surface preventing any binding to the active center.
A second possible explanation is the insufficient length of the alkyl-spacer. Due to that the
derivatives would be masked by the blocking protein (BSA) in the essential blocking step.
SummaryXXIV
Adsorptive immobilization is done on polystyrene and silicone surfaces. Measurements show
a very good binding ability and a detection limit of NA of 3 ng/ml. In the case of silicone no
specific binding due to the backbone’s flexibility occurs. This flexibility results in a
continuous desorption and adsorption. This non specific binding of all proteins during the
assay in turn leads to no reasonable results.
It is shown, that binding and accumulation of NA by derivatives of the neuraminidase
inhibitor GS4071 that are immobilized to a surface is possible. The established first detection
system for the accumulated NA possesses a sufficient sensitivity for a non-immunological
diagnostic device.
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1 Einleitung und Problemstellung
1.1 Influenza, eine Übersicht
Influenzaepidemien breiten sich fast jährlich in den Wintermonaten aus und sind allein in den
USA für eine Anzahl von bis zu 20.000 Todesfällen pro Jahr verantwortlich.1 Influenzaviren
können sogar weltweite Epidemien, sogenannte Pandemien, auslösen, in denen die Sterberate
durch von Influenza verursachte Komplikationen noch deutlich höher liegt. Die Infektionsrate
ist bei Kindern am größten, die Sterberate jedoch bei Menschen ab dem 65. Lebensjahr.2
Ein bekanntes Beispiel aus den letzten Jahren ist die sogenannte „chinesische Hühnergrippe“,
die 1997 für weltweites Aufsehen sorgte.3 Diese in Hong Kong zuerst aufgetretene Form ist
der letzte bekannte Fall, in dem ein Virus, das sonst nur Geflügel befällt, auf den Menschen
übertragen wurde. Hervorgerufen wird dieses Phänomen durch den sogenannten antigenic
shift. Bei einer gleichzeitigen Infektion eines Wirtes mit einem avianen und einem humanen
Virusstamm wird das vollständige Gen eines Oberflächenproteins (meist Haemagglutinin) des
avianen Stammes in den humanen Stamm übertragen und exprimiert. Dadurch entsteht ein
Virenstamm, der vom menschlichen Immunsystem nicht mehr erkannt werden kann. Je nach
Virulenz des neu entstandenen Stammes kommt es dann zu Epidemien oder Pandemien.4 Es
sind zur Zeit sechs Fälle bestätigt, in denen der Virenstamm der „chinesischen Hühnergrippe“
direkt für eine Erkrankung und in zwei Fällen für den Tod des Patienten verantwortlich
waren. Wissenschaftler halten aufgrund dieser Tatsache das Auftreten einer Pandemie in den
nächsten Jahren für möglich.3
Im allgemeinen ist für die im Abstand von etwa zwei bis drei Jahren auftretenden Epidemien
der antigenic drift verantwortlich. Hier verändert sich die Antigenstruktur der Virusproteine
durch Punktmutationen einzelner Aminosäurereste. Diese Mutationen verändern die vom
Immunsystem erkannten Strukturen der Virusproteine nur minimal. Das Immunsystem stellt
sich auf den drift durch die Sezernierung von neuen Antikörpern gegen die veränderten
Antigenstrukturen ein. Diese Anpassung erfolgt innerhalb weniger Tage.4
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1.1.1 Infektionsart und Krankheitsbild
Influenza oder Grippe ist eine den Atmungstrakt befallende Krankheit. Die Übertragung
erfolgt durch Tröpfcheninfektion, bei der die Erreger in winzigen Flüssigkeitströpfchen
eingeschlossen, beispielsweise beim Niesen ausgestoßen werden. Werden diese Tröpfchen
von einer anderen Person eingeatmet, gelangen die Viren in den Respirationstrakt und können
dort Epithelzellen befallen und den neuen Wirt infizieren.5
Die Infektion äußert sich durch Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen, Husten und
Schnupfen. Sie halten sich bei normalem Verlauf etwa acht bis zehn Tage und klingen dann
langsam ab. In schweren Fällen kann es zur sekundären bakteriellen Lungenentzündung oder
zur primären viralen Lungenentzündung kommen.  Solche Komplikationen treten häufig bei
Menschen auf, deren Immunsystem bereits geschwächt ist, also bei alten und kranken
Menschen.
1.1.2 Vorbeugung und Impfung
Die häufigste Form der Prophylaxe gegen Influenza ist die Grippeschutzimpfung.6 Früher
wurde bei dieser Form der Vorsorge dem Patienten ein Gemisch aus passivierten Viren der
aktuellen Stämme injiziert, um dem Körper zur Ausbildung einer Immunantwort zu
stimulieren.
Heute wird mit einer Mischung der Proteine, die von Antikörpern bevorzugt erkannt werden
(Neuraminidase, Haemagglutinin, M2 Protein), geimpft. Diese werden rekombinant
hergestellt und als Gemisch in Form eines sogenannten Impfstoff-Cocktails appliziert. Diese
Methode hat sich durchgesetzt, weil das Risiko einer unbeabsichtigten Infektion
ausgeschlossen ist.
Der Nachteil beider Methoden ist ein sehr schlechtes Wachstum der meisten kursierenden
Virenstämme in Kultur, was eine Massenproduktion erschwert. Die Zusammensetzung des
Cocktails wird auf der Basis von weltweiten Stichproben erstellt. Dabei werden die
auftretenden Virusstämme erfaßt und die verbreitetsten in den Cocktail übernommen. Diese
Methode birgt das Restrisiko, daß der vorherrschende Stamm der aktuellen Saison nicht oder
nur unzureichend erfaßt ist.5
Alternativ dazu setzten sich in den letzten Jahren antivirale Präparate durch, die unabhängig
vom Virenstamm wirken und ursprünglich nur zur Therapie gedacht waren. Es hat sich jedoch
herausgestellt, daß alle diese Präparate auch zur Vorbeugung geeignet sind, da sie das Risiko
einer Erkrankung deutlich senken.85,7
Einleitung und Problemstellung 3
1.2 Das Influenza A Virus
Das Influenzavirus tritt in verschiedenen Unterarten auf, die nicht alle den Menschen befallen.
Einige befallen nur Vögel, andere beispielsweise nur Milchvieh.
Die den Menschen befallenden Stämme werden in die Typen A, B und C unterschieden.
Dabei sind die Typen A und B für das Auftreten von Epidemien verantwortlich. Die
Influenza, die durch den Virustyp B übertragen wird, tritt nur regional auf.
Unterschiede zwischen den einzelnen Stämmen ergeben sich durch verschiedene
Aminosäuresequenzen in den Oberflächenproteinen des Virus. Diese erschweren oder
verhindern die Erkennung durch Antikörper. Beim Influenza A Virus sind für den
humanpathogenen Stamm neun verschiedene Formen der Neuraminidase und 15 Formen des
Haemagglutinins bekannt. Zur Unterscheidung der Unterarten eines Stammes wird die
Nummer der jeweiligen Modifikation des Haemagglutinis (H) und der Neuraminidase (N) an
die Stammbezeichnung angehängt und so der Subtyp vollständig beschrieben (vgl. Avian-
Influenza Typ A; H5N1).8
1.2.1 Morphologie der Influenza A Viren
Das Influenza A Virus hat eine sphäroide, manchmal ovale Form mit einem Durchmesser von
80 bis 120 nm. Es sind allerdings auch andere Formen zum Beispiel filamentartige Partikel
mit einer Länge von bis zu 2 µm und einem Durchmesser von etwa 100 nm bekannt. Abb. 1.1
zeigt eine schematische Darstellung des Virus mit seinen wichtigsten Bestandteilen.
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Neuraminidase
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RNA
(Einzelstrang)
Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines Influenza A Virus mit der
Lipiddoppelmembran (lipid envelope), den Oberflächenproteinen NA und HA,
sowie den Virus-RNA-Nucleoproteinkomplexen bestehend aus RNA, NP, PA,
PB1 und PB2.
Die Oberfläche des Virus besteht aus einer Lipidmembran (lipid-envelope), aus der die
Oberflächenproteine wie Neuraminidase und Haemagglutinin herausragen. Die helicale RNA,
in der die verschiedenen Oberflächenproteine codiert sind, liegt als Einzelstrang im Inneren
des Virus vor. An jedes Segment gebunden sind das Nucleoprotein (NP) und drei
Polymerasepolypeptide (PA, PB1 und PB2). Das Virus ist relativ instabil. Es ist nicht
beständig gegen Trocknung und hat bei Raumtemperatur eine Halbwertszeit von wenigen
Stunden.
1.2.2 Oberflächenproteine von Influenza A Viren
Die schematische Darstellung des Influenza A Virus in Abb. 1.1 zeigt die wichtigsten
Oberflächenproteine des Virus.  Die dargestellten Proteine sind die Bestandteile des Virus, die
hauptsächlich vom Immunsystem erkannt werden.
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Das Haemagglutinin (HA, 62 kD) ist ein stabförmiges Homotrimer, dessen Monomere aus je
zwei Ketten bestehen, die durch eine Disulfidbrücke verbunden sind. Es bindet an die
zellmembranständigen Sialinsäuren der Wirtszellen und veranlaßt diese, das Virus
aufzunehmen und in das Innere der Zelle weiterzuleiten.9 Im Inneren der Zelle setzt das Virus
dann seine RNA frei und die Zelle beginnt virale Proteine und damit neue Viren herzustellen.
Diese neugebildeten Viren werden von der Zelle freigesetzt, sind jedoch direkt nach der
Freisetzung noch mit Neuraminsäure ummantelt. Das bedeutet, daß die Viren sich gegenseitig
erkennen und binden können. Dadurch würden Aggregate entstehen, die von den Natürlichen
Killerzellen (NK) des Immunsystems endozytiert und damit an der Ausbreitung gehindert
würden.
Diesem „Verklumpen“ wirkt die Neuraminidase entgegen. Sie ist ein aus vier äquivalenten
Untereinheiten bestehendes pilzförmiges Tetramer mit einer vierzähligen Symmetrie und
einem Molekulargewicht von 220 kD. Die einzelnen Untereinheiten bestehen aus sechs
antiparallelen β-Faltblättern.
Die Neuraminidase spaltet die Neuraminsäure des neugebildeten Virus ab und verhindert so
die oben beschriebene Erkennung durch das Haemagglutinin. Dann erst können die
sezernierten Viren andere Zellen infizieren.
Das Protein M1 ist der Hauptbestandteil der Virusmatrix, der sogenannten Kapsel. Diese
Kapsel befindet sich direkt unter der Lipidmembran und schützt die RNA im Inneren des
Virus. In diese Kapsel eingebettet ist das Matrixprotein M2, das als Ionenkanal dient. Das M2
Protein kommt im Influenza Virus Typ B nicht vor und dient als Unterscheidungsmerkmal
zwischen den beiden Virustypen.5, 10
1.2.3 Therapieformen für Influenzaerkrankungen
Die heutzutage gebräuchlichste Form der Therapie von Influenzaerkrankungen ist die
Chemotherapie. Sie besteht aus der Gabe von antiviralen Mitteln, die an unterschiedlichen
Stellen in den Lebenszyklus des Virus eingreifen.
Die ältesten bekannten Mittel sind Rimantadine und Amantadine, die beide auf das M2
Protein wirken, das nur bei Influenza A Viren vorkommt. Sie blockieren den H+-Ionenkanal
des M2 Proteins und verhindern dadurch eine Freisetzung der viralen RNA in das Innere der
Wirtszelle.4
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Eine zweite Gruppe antiviraler Medikamente sind die Neuraminidaseinhibitoren. Sie
blockieren das aktive Zentrum der Neuraminidase und stören dadurch die Freisetzung des
Virus, indem sie das Abspalten der Neuraminsäure (1-I) von der Oberfläche der sezernierten
Viren verhindern.
OH
OH
CH2OH
OHNH2 O
COOH
OH
1-I
In Abb. 1.2 ist der Enzym-Substratkomplex aus Neuraminidase und ihrem Substrat
Neuraminsäure schematisch dargestellt.
Abb. 1.2: Enzym-Substrat Komplex der Neuraminidase mit ihrem natürlichen Substrat
(Neuraminsäure) im Bändermodell. Die Neuraminsäure und ein Calciumion
sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Ca2+-Ion
Neuraminsäure
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Dabei ist die Neuraminidase im sogenannten Bändermodell dargestellt. Hier werden die
einzelnen Sekundärstrukturen (Helices und Faltblätter) als Pfeile, die Loop Regionen
dazwischen als Fäden dargestellt. Die Spitzen der Pfeile befinden sich jeweils am C-
Terminus. Das aktive Zentrum liegt am Ende eines hydrophoben Kanals im Inneren des
Proteins. Die Neuraminsäure befindet sich in der Bindungstasche und ist im Kugel-Stab-
Modell mit der entsprechenden Orientierung dargestellt. Die Neuraminidaseinhibitoren
verdrängen die Neuraminsäure aus der Bindung und blockieren das aktive Zentrum des
Enzyms.
Die bekanntesten Präparate dieser Art sind Zanamivir (1-II) (Glaxo-Smith-Kline)11 und
Oseltamivir (1-III) (Roche).12
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Oseltamivir und Zanamivir sind taylor made und entsprechen in ihrer elektronischen Struktur
der Neuraminsäure (1-I).106 Aufgrund ihrer chemischen Struktur sind sie von der
Neuraminidase nicht spaltbar und verbleiben deshalb nach der Bindung im aktiven Zentrum.
Sie sind hochwirksam, d.h. sie haben eine um den Faktor 10.000 größere
Assoziationskonstante (KAss) zur Neuraminidase als die Neuraminsäure.13
Im aktiven Zentrum der Neuraminidase wird durch die Seitenketten der Aminosäuren der
Übergangszustand der Neuraminsäure-Abspaltung simuliert. Jede Änderung der
Aminosäuresequenz und damit der Seitenketten im aktiven Zentrum führt zu einer
Einschränkung oder dem Verlust der Katalysatorwirkung des Proteins.14 Ein solcher Verlust
führt dazu, daß das Virus sich nicht ausbreiten kann. Die Teile des Proteins, die für die
Katalyse verantwortlich sind, sind keinen Mutationen unterworfen und werden deshalb als
hochkonservativ bezeichnet.90 Wegen der fehlenden Mutationen unterliegen die
Neuraminidaseinhibitoren keinen Einschränkungen in ihrer Wirkung.
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Im Gegensatz zu Rimantadine und Amantadine, die aufgrund ihrer Wirkungsweise
(Blockierung des M2-H+-Ionenkanals) nur gegen Influenza A Viren eingesetzt werden
können,  wirken die Neuraminidaseinhibitoren gegen Influenza A und Influenza B Viren. Um
die volle Wirkung entfalten zu können, müssen sie in einem sehr frühen Stadium der
Infektion gegeben werden.1 Daher sind einfache und schnelle Methoden der Diagnostik
essentiell.
1.2.4 Diagnostik
Die diagnostische Differenzierung zwischen einer Virusgrippe und einem grippalen Infekt
erfolgt auf dem immunologischen Weg durch die Detektion des Virus. Die Art der Detektion
ist von Test zu Test verschieden.
Im allgemeinen wird eine Probe aus dem Nasen- oder Rachenraum entnommen
(Nasenspülung, Rachenabstrich oder Sputum), extrahiert und der Extrakt auf das Virus hin
untersucht. Der Nachweis erfolgt mit Hilfe eines Antikörpers, der gegen eines der
Oberflächenproteine gerichtet ist. In einem speziellen Falle wird der Nachweis über die
Enzymfunktion der Neuraminidase erbracht. In diesem Test wird ein Neuraminsäureanalogon
zum Virus gegeben. Dieses Analogon spaltet nach der Prozessierung durch die
Neuraminidase ein Chromophor ab und ermöglicht so eine Detektion. In den meisten Fällen
werden allerdings die verschiedenen Immunoassays, wie enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) oder enzyme immunoassay (EIA) verwandt.
Die Spezifität käuflicher Diagnosesätze (Kits), die in Tab. 1.1 aufgeführt ist, liegt über 95 %
für Influenza A und B Viren. Keines dieser Kits ist jedoch in der Lage, zwischen den beiden
Typen zu unterscheiden.
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Tab. 1.1: Vergleichende Übersicht über Herstellerangaben und Untersuchungen zu
Nachweisgrenzen und Spezifitäten kommerzieller Influenza-Diagnostik-Kits
auf immunologischer Basis.15
Herstellerangaben Publizierte Studien Detektiert
Schnelltest Sensitivität
in %
Spezifität
in %
Sensitivität
in %
Spezifität
in %
PPV1)
in %
Ges.
Assay
Zeit
in min
Interne
Kontrolle
In
flu
en
za
 
A
-
V
iru
s
In
flu
en
za
 
B
-
V
iru
s
Biostar
OIA
2) - - - - 20 Ja Ja Ja
Directigen 91 95 87,4
(74-100)
97,1
(91,6-100)
86,8
(62,6-100)
20-30 Ja Ja Nein
ZstatFlu 62,2 98,7 - - - 30-40 Nein Ja Ja
DFA - - 85,8
(59,3-100)
94,7
(91,6-100)
97,1
(94,2-100)
60 Nein Ja Ja
1) Positive Predictive Value, der Prozentsatz der im Schnelltest gefundenen positiven Befunde, die sich im
Referenztest ebenfalls als positiv herausstellen.
2) Die Sensitivität des OIA Schnelltests der Firma Biostar wird vom Hersteller als vergleichbar zu einer 14-
tägigen Zellkultur angegeben.
Die in den Untersuchungen gefundene Sensitivität liegt zwischen 85 und 90 %, wobei in den
Untersuchungen eher ein falsches Positivergebnis als ein falsches Negativergebnis gefunden
wurde.  Das heißt, ein Test liefert eher ein falsch positives Ergebnis, das sich später in der
Zellkultur als negativ herausstellt als umgekehrt. Die Hersteller geben dazu in ihren
Broschüren an, daß es sich um einen ‚inklusiven Nachweis‘ handelt, der die gefundenen,
falsch positiven Ergebnisse billigend in Kauf nimmt.15 Diese Ergebnisse sind alle auf einen
standardisierten Test bezogen. Dieser Test basiert auf dem MDCK Test, der an einer
Zellkultur von Nierenzellen des Hundes entwickelt wurde.16 Der Nachteil der Kits ist laut
CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendment of 1988)15 deren mittlere
Schwierigkeitsstufe. Diese setzt bei der Durchführung und Auswertung geschultes Personal
sowie die tägliche Qualitätskontrolle der Kits voraus.
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Vor kurzem wurde ein Grippeschnelltest der Firma Roche neu auf dem Markt eingeführt, bei
dem ein Teststreifen in die solubilisierte Probe eines Rachenabstriches gehalten wird.  Nach
etwa fünf Minuten hat die Lauffront der Flüssigkeit die Detektionszone im oberen Teil des
Streifens erreicht. In dieser Zone befindet sich ein goldmarkierter Antikörper gegen eines der
Oberflächenproteine des Virus. Befinden sich Viren in der Probe, so werden die
entsprechenden Proteine erkannt, und die Detektionszone färbt sich grau bis schwarz.
Allerdings wird dieser Test, der auf immunologischer Basis arbeitet, von der Veränderung des
Virus durch antigenic shift und antigenic drift (siehe Kapitel 1.1) beeinflußt. Das macht eine
Erneuerung der Teststreifen in gewissen Abständen erforderlich.
1.3 Polymerträger
Polymere werden seit vielen Jahren erfolgreich in der Medizin eingesetzt. Ihre
Einsatzbereiche umfassen Implantate im Hart- und Weichgewebekontakt, Nahtmaterialien,
sowie künstliche Organe. Alle Polymere, die in diesen Bereichen Anwendung finden, werden
unter dem Begriff Biomaterialien zusammengefaßt. Dazu gehören beispielsweise
Polyolefine,105 Polyacrylate17, Silicon,18 Polyamide, Polyester19 sowie verschiedene
resorbierbare Polymere wie Polylactide.20
1.3.1 Silicon in der medizinischen Forschung und Anwendung
Silicon ist das einzige Industriepolymer, das nicht aus einer kohlenstoffhaltigen Hauptkette
(backbone) besteht, sondern aus einer fortlaufenden Verknüpfung von Silicium und
Sauerstoffatomen. Unterschiedliche Eigenschaften von Siliconen werden über die Variation
der Seitenketten erreicht. So kann durch Substitution mit Methyl-, Ethyl-, Phenyl- oder
Vinylgruppen das Polymer in seinen Eigenschaften gesteuert werden. Durch
Aminopropylseitenketten werden außerdem Silicone mit funktionalisierten Gruppen an den
Seitenketten erhalten.21 Silicon zeichnet sich durch geringe Toxizität22 auch
niedermolekularer Bestandteile (niederer Silanole) aus.23 Aufgrund der großen
Variationsmöglichkeiten der physikalischen und chemischen Eigenschaften bietet Silicon ein
breites Anwendungsspektrum.
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Eine der wichtigsten Anwendungen des Silicons liegt im Bereich der Augenheilkunde. Von
Vorteil für den Einsatz in der Ophthalmologie sind insbesondere die Transparenz, Flexibilität
und Sauerstoffpermeabilität des Silicons.91 Therapeutische Anwendungen umfassen den
Glaskörperersatz durch viskoelastische Flüssigkeiten92 und Intraokularlinsen.24 Weit
verbreitet ist der Einsatz von Silikon als Keratoprothese31 (Hornhautersatz), die aus einem
optischen und einem haptischen (zur Anheftung an das Auge vorgesehenen) Bereich
besteht.95 Beim Einsatz elektronischer Sehhilfen, die in das Auge implantiert werden, um die
Sehfähigkeit wieder herzustellen, dient Silicon als Kapselmaterial für die implantierten
elektronischen Bauteile.96, 97
Dauerimplantate aus Silicon werden vor allem in der plastischen Chirurgie genutzt.24 Für
kurzzeitige Implantate in der Hals-, Nasen und Ohrenheilkunde wird Silicon zum Beseitigen
von Verstopfungen der Atemwege und Nebenhöhlen eingesetzt.25 Weitere Einsatzgebiete
umfassen Anwendungen im Innenohr26  und im Bereich der unteren Atemwege.27 Schließlich
sind Absaugschläuche aus Siliconelastomeren ein gängiges Hilfsmittel in der
Operationstechnik.28
1.3.2 Chemische und physikalische Funktionalisierung von Polymeroberflächen
Oberflächen von Polymerimplantaten benötigen für ihren speziellen Einsatzzweck in vielen
Fällen bestimmte Eigenschaften. Häufig betreffen die Modifizierungen die Benetzbarkeit also
die Hydrophilie des Polymeren. Des weiteren lassen sich die Oberflächeneigenschaften der
Polymere hinsichtlich ihres Adhäsionsverhaltens von Proteinen beeinflussen. Häufig wird die
Verhinderung einer unspezifischen Proteinadsorption angestrebt. Eine Modifizierung der
Oberfläche kann auf chemischem und physikalischen Wege erfolgen.
Physikalisch initiierte Funktionalisierungen erfolgen zum Beispiel durch
Argonplasmaaktivierung.29 Bei dieser Form der Aktivierung werden durch Argonplasma
Radikalstellen an der Oberfläche geschaffen. Diese Radikalstellen werden dann in einem
Belüftungsschritt durch den Luftsauerstoff in Hydroperoxyradikale überführt, die
Wasserstoffatome abstrahieren und in Hydroperoxidgruppen übergehen. Nach Spaltung der
Peroxygruppe wird die Pfropfcopolymerisation (von z.B. Acrylsäure) gestartet.30 Die
Pfropfcopolymerisation erhöht die Funktionalisierungsdichte der Oberfläche. Weitere
Funktionalitäten, wie Amidogruppen werden auf entsprechenden Weg eingeführt. Im
speziellen Fall der Aminofunktionalisierung dient Acrylamid als Monomer.31
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Eine weitere Methode zur Oberflächenfunktionalisierung ist die Chemical Vapor Deposition
(CVD) Polymerisation. Hier werden funktionalisierte Monomere, zum Beispiel amino- oder
hydroxyfunktionalisierte Paracyclophane eingesetzt.32
In einigen Fällen ist die Herstellung von Polymerfolien mit der gewünschten Funktionalität
direkt möglich. Dabei wird das Polymer im allgemeinen aus einem Basispolymer und einem
mit den gewünschten funktionalen Seitenketten ausgerüsteten Vernetzer hergestellt. Nach der
Vereinigung der Komponenten, wird das Gemisch aus Basispolymer und Vernetzer durch ein
einfaches Gießverfahren in ihre Form gebracht und nach Ende der Vernetzungsreaktion aus
der Form gelöst.
Zur Erhöhung der Biokompatibilität werden Implantate, die nach einer der oben
beschriebenen Methoden funktionalisiert wurden, weiter modifiziert. Bei diesen
Modifizierungen werden zelladhäsionsfördernde Substanzen, beispielsweise bestimmte
Proteine (z.B. Fibronectin 104) oder kurze Peptidsequenzen (z.B.: GRGD 33), immobilisiert.
Diese fördern die Proliferation bestimmter Zellsorten.
1.4 Kopplungen von biologisch aktiven Molekülen an Polymeroberflächen
Kopplungen von biologisch aktiven Molekülen an Polymeroberflächen können adsorptiv
(z.B. über elektrostatische Wechselwirkungen) oder kovalent durch das Knüpfen chemischer
Bindungen erfolgen. Die Entscheidung, welche von beiden Arten für die jeweilige
Anwendung geeignet ist, wird vor allem durch die Art des zu bindenden Moleküls und den zu
erzielenden Effekt bestimmt.
1.4.1 Kovalente und adsorptive Immobilisierung
Für einen Großteil der Anwendungsmöglichkeiten von Biomaterialien werden die
Oberflächeneigenschaften der Polymerträger so verändert, daß nach der Applikation gezielt
ein bestimmtes Verhalten in der neuen biologischen Umgebung erzielt wird. Ein gewünschtes
Verhalten kann sowohl das gezielte Anbinden von bestimmten Molekülen oder Zellarten als
auch die Verringerung oder Verhinderung von Proteinadsorption sein. Letzteres gelingt zum
Beispiel durch das Pfropfen des Polymeren mit Polyethylenglykolen.34 In diesem Fall wird
die Oberfläche hydrophiliert, so daß die Hydratisierung der Oberfläche den zur Adsorption
notwendigen hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Protein und Oberfläche
entgegenwirkt. So kommt keine adsorptive Bindung zwischen Polyethylenglykolen und
Proteinen zustande.
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Wenn hingegen bestimmte Proteine oder Zellarten gebunden werden sollen, so muß ein
geeignetes Molekül gefunden werden, das spezifisch mit dem zu bindenden Partner reagiert.
Dazu bieten sich Enzym–Substrat- oder Ligand–Rezeptor-Systeme an, da gerade diese
Formen der Bindungen hochspezifisch sind.
Wird ein Molekül eines solchen Systems kovalent oder adsorptiv an ein Implantat gebunden,
so löst es nach der Implantierung die gewünschte Reaktion aus. Reaktionen, die bereits
Anwendung finden, umfassen unter anderem Signalkaskaden35 oder Zelladhäsion.36 Um die
entsprechenden Reaktionen auszulösen, ist meist die Adsorption der Proteine an die
Oberfläche ausreichend. Durch die Adsorptionskräfte werden die Proteine aber zum Teil so an
die Oberfläche gebunden, daß ihre Tertiär- oder Quartärstruktur und damit die biologische
Funktion zerstört werden.
Für die Bereitstellung der aktiven Form des Proteins ist die kovalente Kopplung an eine
Oberfläche möglich. Für diese Form der Immobilisierung wird üblicherweise eine Oberfläche
gewählt, die Proteine gar nicht oder nur in geringem Maße adsorbiert. Die Oberfläche wird
dann z. B. durch eine der in Kapitel 1.3.2 beschriebenen Methoden funktionalisiert, so daß
eine Reaktion mit Proteinseitenketten erfolgen kann. Meist wird dabei auf die Aminogruppe
des Lysin, selten auf die Thiolgruppe des Cysteins zurückgegriffen. Die Reaktion der
Proteinseitenketten mit der Trägeroberfläche findet meist direkt statt. Wenn eine gewisse
Beweglichkeit des Proteins erforderlich ist oder wenn Protein und Oberfläche sich in ihren
Oberflächeneigenschaften stark unterscheiden, findet die Kopplung über einen sogenannten
Spacer statt.35
Im Falle eines kleinen Moleküls, zum Beispiel eines Enzymsubstrats oder eines kurzkettigen
Oligopeptids, ist eine kovalente Kopplung unumgänglich. Bei diesen kleinen Molekülen muß
durch die Kopplung gewährleistet sein, daß sie einen genügend großen Abstand von der
Oberfläche haben, um ihre Wirkung zu entfalten.
1.4.2 Spacerchemie
Spacer sind im allgemeinen bifunktionelle Moleküle, die als Kopplungsreagenzien eingesetzt
werden. Sie gewährleisten durch gleichzeitige Bindung an eine Polymeroberfläche einerseits
und an ein biologisch aktives Molekül andererseits einen für die biologische Funktion
notwendigen Abstand. Ihre Funktion ist in Abb. 1.3 verdeutlicht.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Funktion eines Spacers bei der Erkennung und
Bindung eines oberflächengekoppelten Substrates mit dem entsprechenden
Enzym (B). Eine Bindung des Substrates an das Enzym kommt bei einer
direkten Kopplung des Substrates an die Oberfläche nicht zustande (A).
In Abb. 1.3A ist ein direkt an eine Oberfläche gekoppeltes Substrat für einen sehr viel
größeren Rezeptor gezeigt. Trotz der passenden ‚Schlüssel-Schloß‘ Kombination kann hier
keine Erkennung stattfinden. In Abb. 1.3B ist das Substrat über ein anderes Molekül, den
Spacer, an die Oberfläche gekoppelt und erhält so den notwendigen Abstand und eine erhöhte
Beweglichkeit, um seinen Rezeptor zu erkennen. Der notwendige Abstand des Substrates von
der Oberfläche ist in erster Linie vom System abhängig.
Die Wahl des Spacers ist maßgeblich von diesem benötigten Abstand abhängig. Für kleine
Abstände werden meist kurze homobifunktionelle Reagenzien benutzt wie zum Beispiel
Carbodiimide,37, 38 Chloroformiate39 oder Carbonyldiimidazole.40
Beispiele für einen einfachen, homobifunktionalen Alkylspacer stellt
Hexamethylendiisocyanat (HDI)41 dar, komplexere oder höhere Moleküle wie zum Beispiel
homo- oder heterotelechele Polyethylenglykole finden ebenfalls Verwendung.42, 43
Allgemein steigt mit zunehmender Spacerlänge die Beweglichkeit des gekoppelten Moleküls,
und die Bindung eines Substrates an seinen Rezeptor wird verbessert. Ideal für eine
Anwendung im wässrigen Medium sind aufgrund ihrer ausgezeichneten Wasserlöslichkeit
Oligo- und Poly(ethylenglykole). Je länger die Polyethylenglykolkette ist, desto schwerer ist
die Trennung von Reaktionsprodukten, die sich nur in ihrer Endgruppe voneinander
unterscheiden. Um die positiven Eigenschaften der Polyethylenglykole dennoch nutzen zu
können, muß ein Kompromiß zwischen Kettenlänge und Trennbarkeit gefunden werden.35
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1.4.3 Kopplungsreaktionen
Wie in den beiden vorherigen Kapitel beschrieben, ist eine kovalente Kopplung bei der
Immobilisierung von kleinen Molekülen an Polymeroberflächen erforderlich. Die
Kopplungsreaktionen sollen spezifisch, schnell und nahezu quantitativ verlaufen. Die dabei
entstehende Bindung sollte für einen Einsatz in der Medizin im wässrigen, neutralen und
schwach sauren Milieu beständig sein.31
Im allgemeinen werden solche Kopplungen oder Immobilisierungen mit Epoxiden oder
Carbonsäuren, insbesondere aktivierten Succinimidylestern oder Carbonsäurechloriden
erreicht.44 Alle genannten Reagenzien benötigen eine Amino- oder eine Hydroxygruppe zur
Reaktion. Meist wird die Reaktion mit einer Aminogruppe angestrebt, da das entstehende
Carbonsäureamid stabiler ist als der Ester, der bei der Reaktion mit einer Hydroxygruppe
entsteht.
 In der Proteinchemie findet auch die Kopplung von Thiolfunktion und einem
Maleinimidylester, die im Sinne einer Michael-Addition miteinander reagieren,
Verwendung.45
Selten angewandt werden photochemische Immobilisierungen. Die Spaltung von
Azidfunktionen findet zwar breite Anwendung, jedoch liegen hier die Ausbeuten aufgrund der
Reaktionsführung sehr niedrig. Das nach der Spaltung entstehende Nitren reagiert auch mit
dem Lösungsmittel, so daß die Ausbeuten mitunter bei weniger als 5 % liegen.46 In neueren
Arbeiten wird die photochemische Kopplung über Zimtsäurederivate oder Benzophenone
beschrieben.47 Hier allerdings liegt die Schwierigkeit im Auffinden der
Anregungswellenlänge und im anschließenden Optimieren der Reaktionsbedingungen.
Generell bergen photochemische Mechanismen aufgrund der einzustrahlenden Wellenlänge
auch das Risiko von Nebenreaktionen. Je nach Anregungswellenlänge und Dauer der
Anregung können insbesondere Proteine geschädigt werden.
Interessante Möglichkeiten bietet die Immobilisierung über eine Hydrosilylierung. Bei
Hydrosilylierungen reagiert eine Silanfunktion (Si-H) mit einer Doppelbindung im Sinne
einer Addition, und es entsteht eine Silicium-Kohlenstoffbindung die deutlich beständiger ist
als ein Si-O-C-Bindung, wie sie bei der Alkoholyse von Siliciumhalogeniden entsteht.48
Da Hydrosilylierungsreaktion katalytisch erfolgt, sind auch einigermaßen milde
Reaktionsbedingungen möglich. Durch die Entwicklung neuer Katalysatoren (z.B.
Platindivinyltetramethyldisiloxan), die eine Alternative zum üblichen Hexachloroplatinat
Komplex darstellen, können auch die Reaktionszeiten verkürzt werden.49
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung
Die Herstellung neuer und verbesserter antiviraler Wirkstoffe, die auch zur Prophylaxe einer
Influenzaerkrankung eingesetzt werden können, erfordern eine frühzeitige Detektion des
Virus, damit sie ihre volle Wirkung entfalten können. Die derzeit auf dem Markt befindlichen
Schnelltests detektieren das Virus durch einen Antikörper, der gegen eines der
Oberflächenproteine des Virus gerichtet ist. Diese Systeme verlieren durch den antigenic drift
und antigenic shift, die Veränderungen in den Oberflächenproteinen des Virus herbeiführen,
nach einiger Zeit ihre Spezifität.
Ziel dieser Arbeit ist es, die Grundlage für ein Nachweissystem zu schaffen, das auf einem
nicht-immunologischem Prinzip beruht.
Diese Methode soll das Wirkprinzip der Neuraminidaseinhibitoren, die zur Chemotherapie
von Infleunzaerkrankungen eingesetzt werden, nutzen. Die Neuraminidaseinhibtoren
verhindern die Ausbreitung des Virus, indem sie an das aktive Zentrum eines der
Oberflächenproteine des Virus, genauer der Neuraminidase, binden und es blockieren.
Für eine Anreicherung des Virus an einer Oberfläche soll ein Derivat des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071 der Firma Roche an einer Silicon- oder Glasoberfläche
immobilisiert werden. Dieses Derivat soll dann aus einer Lösung Neuraminidase und damit
das Virus binden und über die Nachweisgrenze eines ELISA an der Oberfläche anreichern.
Da die Bindung des Inhibitors an das aktive Zentrum erfolgt, welches in seiner
Aminosäuresequenz hochkonservativ ist, wäre ein Test auf dieser Basis nicht den
mutationsbedingten Veränderungen der Oberflächenproteine des Virus unterworfen.14 Daher
bleibt seine Spezifität sehr viel länger erhalten und ist nicht vom nachzuweisenden Typ oder
Stamm abhängig.
Als Träger soll Silicon wegen seiner gesundheitlichen Unbedenklichkeit dienen. Silicon zeigt
aufgrund der niedrigen Glasübergangstemperatur eine hohe Beweglichkeit der Polymerketten.
Diese Beweglichkeit kann bei bestimmten analytischen Methoden, wie der
Röntgenphotoelektronenspektrometrie zu Problemen führen. Kleine gekoppelte Moleküle
können in den Polymerbulk wandern und wären dann mit den oberflächensensitiven
Methoden nicht mehr nachweisbar. Für Modellstudien wird daher Glas als weiteres
Trägermaterial verwendet, da es keine Migrationseigenschaften hat.
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Die Immobilisierung der Inhibitorderivate soll sowohl kovalent als auch adsorptiv erfolgen.
Die kovalente Kopplung soll durch Hydrosilylierung erreicht werden, bei der eine
endständige Kohlenstoff-Kohlenstoff Doppelbindung mit einer Silangruppe reagiert. Die für
die Kopplung notwendigen Silanfunktionen sollen beim Silicon bereits in der Herstellung
eingefügt werden. Beim Glas soll die Funktionalisierung nachträglich durch
Silylierungsreagenzien erfolgen.
Die adsorptive Bindung erfolgt über das Streptavidin-Biotin-System. Das Streptavidin wird
an dem Polymerträger adsorbiert und ein Biotinderivat des Neuraminidaseinhibitors an das
Streptavidin gebunden.
Der für eine Bindung der Neuraminidase durch das gekoppelte Inhibitorderivat notwendige
Spacer soll bereits in der Synthese der verschiedenen Inhibitorderivate berücksichtigt werden.
Es sollen verschiedene Synthesewege erarbeitet und die unterschiedlichen Inhibitorderivate
dargestellt werden.
Zur kovalenten Kopplung sollen zwei Derivate mit einem integrierten Alkylspacer
unterschiedlicher Länge sowie ein Derivat mit einem Spacer auf der Basis von
Poly(ethylenglykol) synthetisiert werden. Von besonderer Bedeutung ist dabei, daß die
Bindungsfähigkeit der Derivate erhalten bleiben soll und alle Derivate eine endständige
Doppelbindung zur Kopplung enthalten müssen.
Das für die adsorptive Kopplung vorgesehene Derivat soll auf Basis des kurzkettigen
Alkylderivates zur kovalenten Kopplung synthetisiert werden. Dabei wird der Einbau des
Biotins über eine Umfunktionalisierung der endständigen Doppelbindung angestrebt.
Parallel dazu sollen zusätzlich verschiedene Modellsubstanzen synthetisiert werden. Diese
sollen bei der Etablierung der Kopplungsreaktionen und der dazugehörigen Analytik und zur
Vorbereitung einiger Syntheseschritte eingesetzt werden. Dadurch soll der Verlust der
Inhibitorderivate durch Fehlversuche möglichst gering gehalten werden.
Die mit immobilisierten Inhibitorderivaten versehenen Oberflächen sollen abschließend in
einem definierten Modellsystem auf ihre Bindugsfähigkeit hin untersucht werden. Angestrebt
wird eine Untersuchung nach einem Prinzip, das dem eines Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) mit Neuraminidase als löslichem Antigen entspricht. Da ein solcher Test noch
nicht existiert, soll dieser etabliert und durch die notwendigen Kontrollen abgesichert werden.
Abschließend soll auf Basis der gefundenen Ergebnisse eine Strategie für weiterführende
Experimente für eine Verbesserung der Ergebnisse und im Hinblick auf eine technische
Anwendung entwickelt werden.
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2 Synthese der Inhibitorderivate
Im Rahmen dieser Arbeit wird die Grundlage für ein Influenza Diagnostikum gelegt, das auf
einer nicht immunologischen Anreicherung der Viren beruht. Dabei soll das Wirkprinzip des
zur Chemotherapie eingesetzten Neuraminidaseinhibitors GS 4071 ausgenutzt werden. Der
Inhibitor blockiert das aktive Zentrum der Neuraminidase und könnte, wenn er zuvor an einer
Oberfläche immobilisiert wurde, die Anreicherung des Enzyms ermöglichen. Zur
Überprüfung dieses Ansatzes werden verschiedene Inhibitorderivate synthetisiert, die zum
einen in der Lage sind, Neuraminidase zu binden, und zum anderen an eine Oberfläche
gekoppelt werden können.
Enzyme sind Proteine, die katalytische Funktionen ausüben, indem sie das Substrat in ihrem
aktiven Zentrum binden. Im speziellen Fall der Enzym-Substrat-Bindung wird wegen der
hohen Spezifität auch vom Schlüssel-Schloß-Prinzip gesprochen. Die Bindung erfolgt über
elektrostatische Wechselwirkungen, also ohne Ausbilden eines kovalenten Anteils. Diese
Wechselwirkung erfolgt zwischen dem aktiven Zentrum des Enzyms Neuraminidase und
seinem Substrat der Neuraminsäure beziehungsweise dem Inhibitor. Die räumliche Ordnung
der Bindung des Substrats an das aktive Zentrum ähnelt dem aktivierten Übergangszustand
der zu katalysierenden Reaktion (Esterspaltung, Hydrierung, Methylierung etc.). Um diesen
Übergangszustand simulieren zu können, ist eine komplexe dreidimensionale Struktur im
aktiven Zentrum des Enzyms notwendig, in die das Substrat eingesetzt wird. Diese Struktur
wird von den Seitenketten der Aminosäuren gebildet, die das aktive Zentrum ausmachen.
Eine solche räumliche Struktur kann es nur im Inneren der Neuraminidase geben. Nach der
Prozessierung durch das Enzym wird das chemisch veränderte Substrat wieder freigesetzt.
Der Inhibitor GS 4071 bindet nach demselben Prinzip wie das Substrat an das aktive
Zentrum, kann jedoch von der Neuraminidase nicht prozessiert und freigesetzt werden. Er
bleibt nach der Anbindung am aktiven Zentrum und blockiert es für das natürliche Substrat.
Bei der Neuraminidase (NA) liegt das aktive Zentrum am Ende eines hydrophoben Kanals
zwischen den Aminosäureresten des Enzyms (zur Struktur der NA, siehe Kapitel 1.2.2 und für
den Enzym-Substratkomplex Abb. 1.2 in Kapitel 1.2.3)
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2.1 Anforderungen an die Inhibitorderivate zur Anreicherung von
Neuraminidase
Um die Anforderungen an die darzustellenden Inhibitorderivate vollständig zu beschreiben,
werden diese gedanklich in drei Funktionsbereiche, wie in Abb. 2.1 schematisch dargestellt,
zerlegt.
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O
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O COOH
NH2
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AcN
Ankergruppe Spacer Inhibitorischer Kopf
Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines zur Kopplung an Polymeroberflächen
geeigneten Neuraminidase Inhibitorderivates bestehend aus Anker, Spacer und
dem biologisch aktiven, inhibitorischen Kopf.
Ein zur Kopplung an eine Polymeroberfläche vorgesehenes Inhibitorderivat kann mit einer
Ankergruppe kovalent oder adsorptiv immobilisiert werden. Der Spacer sorgt für einen
ausreichenden Abstand des inhibitorischen Kopfes von der Oberfläche, um die Erreichbarkeit
und Bindungsfähigkeit des Kopfes sicherzustellen.
Um eine möglichst optimale Bindung des inhibitorischen Teils an die Neuraminidase zu
gewährleisten, muß zunächst festgestellt werden, welche Teile oder Strukturmerkmale des
Inhibitors GS 4071 für die Anbindung essentiell sind. Untersuchungen haben gezeigt, daß die
in Formel 2-I dargestellte (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(3-pentyloxy)-cyclohex-1-
encarboxylsäure (GS4071) die besten Bindungseigenschaften aufweist.13
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Anhand der Geometrie der Bindung des Inhibitors an das aktive Zentrum (vgl. Abb. 1.2) zeigt
sich, daß die Anlagerung über die Substituenten am Cyclohexen des Inhibitors erfolgt.
Änderungen an den Substituenten beeinflussen die Bindungsfähigkeit des Inhibitors an das
aktive Zentrum der NA. Das Fehlen der Acetamidgruppe in 4-Stellung verhindert eine
Bindung völlig,50 eine Verlagerung der Doppelbindung von der 1- in die 6-Position senkt die
Bindungsfähigkeit etwa um den Faktor 30.51 Der 3-Pentyloxy-Rest bindet in dem
hydrophoben Kanal, der zum aktiven Zentrum der Neuraminidase führt. Die
Kohlenstoffatome 10 und 11 sind für diese Bindung essentiell.88 Weiterführende
Untersuchungen beschreiben den Einfluß von Änderungen der Struktur am 7-
Kohlenstoffatom. Eine Verlängerung der Alkylkette an diesem Kohlenstoffatom begünstigt
die Anbindung. So steigt die Assoziationskonstante (KAss) vom 3-Pentyl- zum 3-Octylether
weiter an. Durch die einseitige Verlängerung der Alkylkette entsteht am C-9 Kohlenstoff ein
stereogenes Zentrum, dessen absolute Konfiguration die Bindungsfähigkeit des Derivates
beeinflußt. Dabei weist das R-Isomer eine größere Bindungskonstante auf als das
entsprechende S-Isomer. Allerdings ist der Unterschied im Vergleich zur Bindungsfähigkeit
des natürlichen Substrates Neuraminsäure so gering, daß er vernachlässigt werden kann.13
Eine ausreichende Beweglichkeit des inhibitorischen Kopfes in der umgebenden wässrigen
Lösung ist eine Grundvoraussetzung für die Bindung an die Neuraminidase. Diese
Beweglichkeit wird durch einen Spacer erreicht, der für den notwendigen Abstand des
inhibitorischen Kopfes zur Trägeroberfläche sorgt. Der 7-Kohlenstoff ist für eine Anbindung
des Spacers am besten geeignet, weil er im Falle einer Anbindung am Ende des hydrophoben
Kanals des Enzyms positioniert wird und somit der umgebenden Lösung am nächsten ist. Die
Einführung des Spacers in die Inhibitorderivate erfolgt durch den in Gleichung (1) gezeigten
Reaktionsschritt.
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In diesem Schritt reagiert ein 3-Alkohol (2-II) mit 5-Azido-7-trityl-7-aza-bicyclo[4.1.0]hept-
2-en-3-carboxylsäureethylester (N-Tritylaziridin, Ro 68-7716) (2-III) unter Öffnung des
Aziridinringes und Abspaltung des Tritylrestes zum Ether. Das N-Tritylaziridin ist ein
Zwischenprodukt bei der technischen Herstellung von GS 4071 und ist in großen Mengen
verfügbar. Es enthält den Cyclohexenring mit allen zur Bindung an die Neuraminidase
notwendigen Seitenketten. Die entstehende Verbindung (2-IV) kann durch die Wahl des
Alkohols mit einem integrierten Spacer und der entsprechenden Gruppe zur Kopplung
ausgestattet werden. Die Verlängerung der Alkylkette wird durch den Einsatz von
längerkettigen 3-Alkoholen erreicht.
Eine hydrophobe Alkylkette als Spacer gewährleistet die Beweglichkeit des Inhibitors in
wäßriger Lösung nicht vollständig. Es ist möglich, daß der Spacer sich aufgrund seiner
Hydrophobie flach auf den Träger (Phasengrenze) legt und so der inhibitorische Teil, der
dann ebenfalls auf der Oberfläche liegt, keine Bindung eingehen kann.
Für die Anwendung in einer wäßrigen Umgebung sollte der Spacer daher hydrophile
Eigenschaften besitzen, um die Beweglichkeit des inhibitorischen Kopfes in einer wässrigen
Lösung sicherzustellen. Für diesen hydrophilen Anteil bieten sich Poly(ethylenglycol)derivate
an, die in großer Vielfalt kommerziell erhältlich sind. Sie sind alle gut bis sehr gut
wasserlöslich und mit einer großen Bandbreite von funktionellen Gruppen kommerziell
erhältlich.
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Die Anforderungen an die Ankergruppe richten sich nach der Struktur des zu koppelnden
Moleküls und dem Polymer, an das das Molekül gebunden werden soll. Im vorliegenden Fall
scheiden die gängigen Kopplungsreagenzien, wie Carbonsäurederivate, Amino- oder
Epoxygruppen aus, da der inhibitorische Kopf über diese Gruppen oder deren bevorzugte
Reaktionspartner verfügt. Nebenreaktionen, wie Vernetzungen oder Polymerisation, die die
Bindungsfähigkeit des inhibitorischen Kopfes an die NA zerstören, könnten nicht verhindert
werden. Daher wird als Kopplungsreaktion die Hydrosilylierung gewählt, bei der eine ω-
Doppelbindung mit einer Silanfunktion im Sinne einer Addition reagiert.49 Eine
Nebenreaktion ist dabei nicht zu erwarten, da die im Cyclohexenring vorliegende
Doppelbindung Teil einer vinylogen Carbonsäureverbindung ist. In diesem vinylogen System
wird durch die konjugierte Doppelbindung die Carbonylreaktivität des 14-Kohlenstoffs auf
das vinylische β-Kohlenstoffatom übertragen.
Die zur Kopplung notwendige Silanfunktion wird auf der Polymeroberfläche erzeugt, die ω-
Doppelbindung am Spacer. Diese Vorgehensweise wird gewählt, da sich beide
Trägeroberflächen sehr leicht mit Silanfunktionen versehen lassen und die ω-Doppelbindung
am Spacer keine Schutzgruppenchemie notwendig macht und so auch der Syntheseaufwand
gering gehalten wird. Durch die Wahl der Kopplungsreaktion ergibt sich als weitere
Anforderung an die 3-Alkohole, daß sie die benötigte Doppelbindung enthalten. Um den
Einfluß der Länge der Alkylkette zu untersuchen, werden mit 8-Nonen-3-ol und 12-Tridecen-
3-ol zwei Alkohole mit unterschiedlich langen Ketten hergestellt. Deren Herstellung ist in
Schema 2.1 gezeigt.
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Schema 2.1: Darstellung von 12-Tridecen-3-ol (Sp. 2.0.2) und 8-Nonen-3-ol (Sp. 3.0.2) aus
10-Undecenal (Sp. 2.0.1) und 7-Octen-1,2-diol (Sp. 3.0.0) als Ausgangs-
produkte zur Darstellung von Alkylspacerderivaten des Neuraminidase-
inhibitors GS 4071.
Die Darstellung der Alkohole Sp. 2.0.2 und Sp. 3.0.2 erfolgt durch eine Grignardreaktion von
Ethylmagnesiumbromid mit 6-Heptenal (Sp. 3.0.1) bzw. 10-Undecenal (Sp. 2.0.1). Dazu muß
das 6-Heptenal zunächst durch eine Glycolspaltung von 7-Octen-1,2-diol (Sp. 3.0.0)
hergestellt werden. Die Benennung der einzelnen Substanzen erfolgt nach dem folgenden
Prinzip. Die erste Ziffer kennzeichnet die Länge der Alkylkette des ω-Alkohols (2: C-13; 3:
C-9), die zweite Ziffer bezeichnet den Ansatz, bzw. das angestrebte Endprodukt und die letzte
Ziffer ist Stufe in dem jeweiligen Ansatz.
2.2 Herstellung der kopplungsfähigen Derivate des Neuraminidaseinhibitors
GS 4071 in der Übersicht
Auf Basis der Alkohole Sp. 2.0.2 und Sp. 3.0.2 wird eine Vielfalt kopplungsfähiger
Inhibitorderivate hergestellt. Die Synthesewege zur Darstellung verschiedener
Modellsubstanzen und der kopplungsfähigen Inhibitorderivate sind in der Folge kurz
beschrieben. Zunächst werden Derivate, die zur kovalenten Kopplung dienen, vorgestellt und
anschließend die Derivate zur adsorptiven Kopplung.
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2.2.1 Modellsubstanzen zum Einstellen von Kopplungs- und Reaktionsparametern
Es werden drei Modellsubstanzen hergestellt, die einerseits dazu dienen, den Syntheseweg zu
optimieren und andererseits die optimalen Reaktionsparameter für die Kopplung an
Polymeroberflächen zu finden. Dadurch soll der Verlust der teuren und aufwendig
herzustellenden Inhibitorderivate so gering wie möglich gehalten werden.
Zunächst wird nach dem in Schema 2.2 gezeigten Reaktionsweg aus beiden Alkoholen ein α-
Azidoessigsäureester („Azidsonde“) hergestellt.
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Schema 2.2: Reaktionsschema für die Darstellung von α-Azidoessigsäureestern (Azid-
sonden) auf Basis der Alkohole Sp. 2.0.2 und Sp. 3.0.2 als Modellsubstanz für
Kopplungsreaktionen an Polymeroberflächen.
Zur Darstellung der Azidsonden wird der Alkohol zunächst mit α-Chloressigsäurechlorid in
Gegenwart von Pyridin verestert und anschließend das α-Chloratom mit Natriumazid gegen
die Azidogruppe ausgetauscht. Die C-9 (Sp. 2.2.2) und C-13 Azidsonden (Sp. 3.2.2) dienen
zur Einstellung der Kopplungsbedingungen der verschiedenen Inhibitorderivate an die
Polymeroberflächen. Die Azidogruppe dient dabei in zweifacher Hinsicht als
Nachweissystem. Zum einen soll die intensitätsstarke Valenzschwingung der Gruppe IR-
spektroskopisch nachgewiesen werden, und zum anderen soll der Nachweis des Stickstoffs
mittels XPS als weiterer Beweis für eine erfolgreiche Kopplung dienen.
Als dritte Modellsubstanz dient der (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(3-pentyloxy)-
cyclohex-1-encarboxylsäure-dec-9-enylester (2-V) (Ro 69-4544, Sp. 2.4.1).
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Der große Vorteil von Ro 69-4544 besteht in der engen Verwandtschaft zum Inhibitor
GS4071. Es sind alle Strukturmerkmale wie die Azidogruppe, das Acetamid und ein α,β-
ungesättigter Ester (vinyloger Carbonsäureester) vorhanden. Daher sollten Reaktionen, die
mit Ro 69-4544 gelingen, auf die Inhibitorderivate übertragbar sein. Auch für die
anschließende Trennung der Reaktionsprodukte wird die große Ähnlichkeit der
Modellsubstanz zum Inhibitor genutzt. Zum einen weisen beide ähnliche Laufeigenschaften
in der Dünnschicht- und Säulenchromatographie auf, zum anderen zeigen sie ein ähnliches
Löslichkeitsverhalten. Ro 69-4544 wird von der Firma Roche (Basel, Schweiz) zur
Verfügung gestellt und dient ebenso wie die Azidsonden zur Einstellung der
Kopplungsbedingungen und Etablierung der Analytik. Darüber hinaus dient es aber auch zur
Vorbereitung und Optimierung der Synthesen der Inhibitorderivate.
2.2.2 Synthese von Inhibitorderivaten zur kovalenten Kopplung an Polymerträger auf
Basis von Sp. 2.0.2 und Sp. 3.0.2
Auf Basis von Sp. 2.0.2 und Sp. 3.0.2 werden je zwei zur kovalenten Kopplung befähigte
Derivate des Neuraminidaseinhibitors GS 4071 hergestellt. Dabei handelt es sich um ein
kopplungsfähiges, aber biologisch inaktives Derivat, das nach der Kopplung durch
Reaktionen an der Oberfläche aktiviert wird. Des weiteren handelt es sich um ein analoges
Derivat, bei dem die Aktivierung bereits erfolgt ist. Die Darstellung der beiden Derivate ist in
Schema 2.3 gezeigt.
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Schema 2.3: Darstellung von kopplungsfähigen Inhibitorderivaten auf Basis von Sp. 2.0.2
und Sp. 3.0.2 und dem N-Tritylaziridin. Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2 sind
kopplungsfähige aber biologisch inaktive Derivate. Sp. 2.3.4 und Sp. 3.3.4 sind
biologisch aktive Formen, die ebenfalls gekoppelt werden können.
Zunächst erfolgt die Öffnung des Aziridinringes im N-Tritylaziridin durch den Alkohol und
die Acetylierung der dabei in 4-Stellung entstehenden Aminogruppe. Danach wird das Azid
in 5-Stellung mit Triphenylphosphin zum Amin reduziert. Schließlich wird der Ethylester der
in 1-Stellung befindlichen Carboxylgruppe verseift und so die biologische Aktivität
hergestellt.
Die für eine Kopplung vorgesehenen Derivate sind einmal die biologisch inaktiven
Substanzen Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2, die nach der Kopplung aktiviert werden und zum anderen
Sp. 2.3.4, bzw. Sp. 3.1.4, die in ihrer biologisch aktiven Form gekoppelt werden.
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Auf Basis von Sp. 3.1.2 sollen zusätzlich Poly- und Oligo(ethylenglykol)derivate hergestellt
werden. Diese Derivate weisen eine größere Hydrophilie im Spacer auf, erhöhen daher die
Beweglichkeit in wässrigen Lösungen und erleichtern somit die Bindung an die
Neuraminidase. Die Bindung an den Alkylrest im Sp. 3.1.2 erfolgt über eine Umwandlung
der Doppelbindung in das reaktivere Epoxid und die anschließende nukleophile Öffnung des
Epoxids mit einem Amin. Die zur Kopplung notwendige ω-Doppelbindung am
Poly(ethylenglykol) wird vor der Epoxidöffnung durch die in Schema 2.4 gezeigte Reaktion
eingeführt.
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Bis-amino-poly(ethylenglykol)
PEG-NH2
Allylisocyanat
AIC
PEG-AIC
n = 2 oder 34
Schema 2.4: Reaktionsschema zum Einbau einer ω-Doppelbindung durch die Umsetzung
einer Aminogruppe eines aminotelechelischen Polyethylenglykols (PEG-NH2)
mit Allylisocyanat (AIC).
Die dazu benötigten bisaminierten Poly(ethylenglykole) sind kommerziell erhältlich. Die
Reaktion erfolgt in einer wasserfreien Umgebung, um die Hydrolyse des Allylisocyanats zu
verhindern. Die Einfachsubstitution des Diamins wird durch stöchiometrische Mengen an
Amin und AIC im Ansatz und die Reihenfolge der Reagenzienzugabe sichergestellt.63, 64 Das
PEG-AIC wird dann wie in Schema 2.5 gezeigt an das epoxiderte Alkylderivat gekoppelt und
anschließend aktiviert.
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Schema 2.5: Darstellung von PEG Derivaten auf Basis einer Vorstufe des C-9
Alkylderivates (Sp. 3.1.2) durch Epoxidierung der ω-Doppelbindung und
anschließende nukleophile Öffnung durch PEG-NH2.
Die Epoxidierung der Doppelbindung erfolgt durch meta-Chlorperbenzoesäure,52
anschließend wird das Epoxid nukleophil durch die freie Aminogruppe des PEG-AIC
Derivates geöffnet. Danach, in Schema 2.5 nicht gezeigt, erfolgt die Reduktion der
Azidogruppe in 5-Stellung zum Amin und die Verseifung des Ethylesters zur freien Säure, um
die biologische Aktivität des inhibitorischen Kopfes herzustellen. Es werden
Poly(ethylenglykol)derivate mit unterschiedlicher Zahl an Wiederholungseinheiten eingesetzt,
zum einen 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin  (TRI-NH2) (n=2) und zum anderen eine
längere Polymerkette mit n=34 Wiederholungseinheiten (PEG-NH2).
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2.2.3 Darstellung eines zur adsorptiven Kopplung an Polymerträger eingesetztes
biotinyliertes Inhibitorderivat
Für die adsorptive Kopplung muß das Inhibitorderivat mit einem Biotinrest ausgestattet
werden. Analog zur Darstellung der PEG-Derivate wird das Biotinderivat auf Basis von Sp.
3.1.2 synthetisiert. Dazu wird Sp. 3.1.2 zunächst epoxidiert und anschließend das Epoxid mit
5-(2-Oxo-hexahydrothieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentansäure-(8-Amino-3,6-dioxaoctan)-amid
(2-VI) (Biotin-DADOO) geöffnet.
NH NH
S
N
H
O
O
NH2
O
O
2-VI
Die vollständige Synthese von Sp. 3.1.6 ist, vom Sp. 3.1.2 ausgehend, in Schema 2.6 gezeigt.
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Schema 2.6: Darstellung eines biotinylierten Inhibitorderivates auf Basis von Sp. 3.1.2
durch Epoxidierung und anschließender Epoxidöffnung mit Biotin-DADOO,
gefolgt von der Umsetzung zum biologisch aktiven Produkt Sp. 3.1.6.
Nach der Öffnung des Epoxids durch das Biotin-DADOO folgt die Herstellung der
biologischen Aktivität durch die Reduktion des Azids und der Esterverseifung zum aktiven
Biotinderivat  Sp. 3.1.6.
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2.3  Darstellung von 8-Nonen-3-ol und 12-Tridecen-3-ol
Die benötigten Alkohole mit der Hydroxygruppe in 3-Stellung sind kommerziell nicht
erhältlich. Die Darstellung erfolgt wie in Schema 2.1 gezeigt durch eine Grignardreaktion mit
Ethylmagnesiumbromid und dem entsprechenden ω-ungesättigten Aldehyd.53
Bei der Reaktion entsteht am Alkoholkohlenstoff ein chirales Zentrum, das später im Inhibitor
dem 9-Kohlenstoff (vgl. 2-I) entspricht. Wie in Kapitel 2.1 beschrieben hat die absolute
Konfiguration an diesem Kohlenstoff Einfluß auf die Fähigkeit zur Bindung an die
Neuraminidase. Dieser Einfluß wird jedoch im Vergleich zum natürlichen Substrat, der
Neuraminsäure, als so gering eingestuft,13 daß auf eine Trennung der Enantiomere nach der
Reaktion und eine stereoselektive oder stereospezifische Steuerung der Reaktion verzichtet
wird. Es werden zwei Alkohole mit unterschiedlich langen Alkylketten hergestellt, um den
Einfluß dieser Alkylketten auf die Bindungsfähigkeit zu untersuchen.
Die Spaltung des Diols (Sp. 3.0.0) erfolgt durch Periodsäure in wäßriger Lösung54 mit guten
Ausbeuten (63 % d. Th.). Der so hergestellte Aldehyd sollte aufgrund seiner Empfindlichkeit
gegen Oxidation durch Luftsauerstoff möglichst schnell weiter zum Alkohol umgesetzt
werden. Das kommerziell erhältliche 10-Undecenal ist stabil gegen Oxidation und kann auch
bei Raumtemperatur gelagert werden.
Die Reaktion der Aldehyde Sp. 2.0.1 und Sp. 3.0.1 zu den entsprechenden 3-Alkoholen
erfolgt mittels Ethylmagnesiumbromid in einer Grignardreaktion. Für beide Aldehyde wird
eine Standardvorschrift zur Darstellung der Grignardreagenzien sowie zur Umsetzung
derselben befolgt.53
Bei der analytischen Charakterisierung der Produkte wurde besonders viel Wert auf die
endständige Doppelbindung gelegt, um einerseits in späteren Syntheseschritten den Umsatz
dieser Gruppe gut verfolgen zu können. Andererseits soll damit sichergestellt werden, daß die
Gruppe später für die Kopplung an eine Oberfläche über eine Hydrosilylierungsreaktion
vorhanden ist.
Im 1H-NMR-Spektrum findet man die typischen Signale der Protonen der endständigen
Doppelbindung im Bereich von 5 und 5,8 ppm mit den entsprechenden in Abb. 2.2 gezeigten
Aufspaltungen.
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Abb. 2.2: Ausschnitt aus dem 1H-NMR Spektrum von Sp. 3.0.2 in CDCl3, das die
Aufspaltung der Protonen der ω-Doppelbindung zeigt. Das Spektrum von Sp.
2.0.1 ist in diesem Bereich identisch.
Abb. 2.2 zeigt einen Ausschnitt aus einem 1H-NMR Spektrum von 8-Nonen-3-ol im Bereich
von 2,5 bis 6,7 ppm. Die Signale lassen sich den drei Protonen der Doppelbindung (1-3) und
dem Methinproton am neu entstandenen stereogenen Zentrum zuordnen.55 Die Spektren der
beiden Alkohole unterscheiden sich durch die Akylkette nur in dem Bereich, in dem die
entsprechenden Methylenprotonen liegen. Für das Proton 3 ergibt sich aufgrund seiner
chemischen Umgebung und der durch die cis- und trans-ständigen Protonen der
Doppelbindung hervorgerufenen Effekte ein komplexes Aufspaltungsmuster. Zu erwarten
sind zwei Tripletts von den Protonen am allylischen Kohlenstoffatom und zwei Dubletts von
den endständigen olefinischen Protonen. Diese Signale finden sich im hochaufgelösten
Spektrum wieder und sind in Abb. 2.2 bei einer chemischen Verschiebung um 5,8 ppm
erkennbar. Die Tripletts haben dabei die größere Intensität als die Dubletts. Die Signale der
gut aufgelösten Dubletts finden sich zwischen den Signalen des Tripletts und lassen sich
durch die geringere Intensität und ihre Kopplung identifizieren. Aus Verschiebung,
Aufspaltung und Integralen wird geschlossen, daß keine Isomerisierung der Derivate durch
Verschiebung der Doppelbindung erfolgt.
Chemische Verschiebung in ppm
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In den IR-Spektren der Verbindungen wird die ω-Doppelbindung durch eine
charakteristische, wenn auch schwache =>CHH  Valenzschwingung bei 3077 cm
-1
identifiziert.56 Diese Bande wird in späteren Umsetzungen zur Reaktionskontrolle
herangezogen.
Die Reinheit der beiden Alkohole wird durch gekoppelte GC-MS überprüft und liegt in
beiden Fällen bei 98 %.
Die Ausbeuten und spektroskopische Daten zur Charakterisierung aller dargestellten
Substanzen sind bei der jeweiligen experimentellen Vorschrift in Kapitel 5 aufgeführt.
2.4  Darstellung verschiedener Modellsubstanzen
Auf Basis der beiden ungesättigten 3-Alkohole werden die weiteren Derivate,
Modellsubstanzen und Inhibitoren aufgebaut. Zunächst werden mit beiden Alkoholen
Modellsubstanzen hergestellt, die in einer oder mehreren Eigenschaften den später zu
koppelnden Inhibitorderivaten entsprechen. Diese Modellsubstanzen sind zum einen
erforderlich, um die Kopplungsbedingungen einzustellen, und dienen zum anderen als
Vorbereitung auf weiterführende Synthesen zu komplexeren Spacersystemen.
In Schema 2.2 sind die Synthesen der einfachen Modellsubstanzen Sp. 2.2.2 und Sp. 3.2.2,
die als „Azidsonden“ dienen sollen, dargestellt. Die Modellsubstanz Ro69-4544, die
strukturell eng mit dem Neuraminidaseinhibitor GS 4071 (2-I) verwandt ist, wurde von Roche
(Basel, Schweiz) zur Verfügung gestellt.
2.4.1 Darstellung von 12-Tridecenen-3-yl-(2-azidoessigsäureester) und 8-Nonen-3-yl-
(2-azidoessigsäureester)
Die Darstellung des 12-Tridecen-3-yl-(2-azidoessigsäureester) und des 8-Nonen-3-yl-(2-
azidoessigsäureester) als „Azidsonde“ für Kopplungsreaktionen an silanfunktionalisierte
Oberflächen erfolgt in zwei Stufen. Zunächst wird die Alkoholgruppe mit α-
Chloressigsäurechlorid in Gegenwart von Pyridin verestert und anschließend das α-ständige
Chlor gegen eine Azidgruppe ausgetauscht. Der Austausch erfolgt in DMF unter Rückfluß.57
Eine Reinigung zwischen den Stufen ist nicht erforderlich.
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Sowohl NMR- als auch IR-spektroskopische Untersuchungen stimmen mit den erwarteten
Werten überein und zeigen keine meßbaren Verunreinigungen. Die sehr intensitätsstarke
Azidbande bei 2104 cm-1 dient nach der Kopplung der Azidsonde an einen Polymerträger als
Nachweis für eine erfolgreiche Kopplung.58
Ein Vergleich der NMR-Signale der Protonen und des Kohlenstoffs der endständigen
Methylengruppe des Esters zeigt eine leichte Verschiebung der Signale durch den Austausch
des Chlors gegen die Azidgruppe. Im Falle der Protonen ändert sich die chemische
Verschiebung von 4,05 ppm im Chloressigester zu 3,87 ppm beim Azid, und das
Kohlenstoffsignal des α-Kohlenstoffes der Essigsäurerestes verschiebt sich von 50,4 ppm
(Chlorderivat) zu 41,1 ppm (Azidoderivat). In beiden Fällen findet Hochfeldverschiebung
statt, die aufgrund der geringeren Elektronegativität des Pseudohalogenids Azid im Vergleich
zum Chlor erwartet wird. Darüber hinaus kann im 13C-NMR-Spektrum eine durch das
Quadropolmoment des Stickstoff und die damit verbundene größere Relaxationszeit
hervorgerufene Signalverbreiterung beobachtet werden.96 Die zur Kopplung an die
Oberfläche notwendige endständige Doppelbindung wird erwartungsgemäß in keinem der
beiden Schritte angegriffen. Die Darstellung der beiden homologen Verbindungen erfolgt
entsprechend und liefert analoge Ergebnisse.
2.5 Darstellung einfacher Inhibitorderivate mit gesättigten Alkylspacern
Die ungesättigten Alkohole 12-Tridecen-3-ol und 8-Nonen-3-ol dienen als Basis für die
Darstellung verschiedener mit Alkylspacern versehener Inhibitorderivate. Im einfachsten
Falle wird die Hydroxygruppe des Alkohols mit dem N-Tritylaziridin umgesetzt. Dieses N-
Tritylaziridin enthält alle wesentlichen Strukturmerkmale, aus denen später die funktionellen
Gruppen des inhibitorischen Kopfes werden. Das N-Tritylaziridin fällt in der technischen
Herstellung von GS 4071 an und wird aus diesem Grund als Reaktand auch im Hinblick auf
eine spätere technische Anwendung ausgewählt.
2.5.1 Aziridinöffnung und Acetylierung der entstehenden Aminogruppe
Zunächst wird, wie in Schema 2.3 gezeigt, der inhibitorische Kopf (N-Tritylaziridin) durch
die nukleophile Öffnung des Aziridins mit dem Tritylkation als Abgangsgruppe an den
Alkohol gebunden und die dabei ebenfalls entstehende Aminogruppe mit Essigsäureanhydrid
acetyliert. Diese Umsetzungen werden ohne zwischengeschalteten Reinigungsschritt in einer
'Ein-Topf-Reaktion' durchgeführt.13
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Die Öffnung des Aziridinringes erfolgt in Aceton durch Bortrifluorid-Ethyletherat mit Pyridin
als Base nach dem in Schema 2.7 gezeigten Mechanismus.
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Schema 2.7: Mechanismus der Aziridinöffnung im N-Tritylazirin mit einem Alkohol durch
Bortrifluorid und Pyridin.
Als erstes erfolgt die Bindung des Bortrifluorids an das freie Elektronenpaar des
Aziridinstickstoffs in 2-III. Im nächsten Schritt greift die Hydroxygruppe des Alkohols
regiospezifisch am 1-Kohlenstoff an und öffnet dadurch den Ring. Der Angriff erfolgt
konzertiert mit der Ringöffnung und führt somit zu einer stereospezifischen Inversion der
absoluten Konfiguration am C-1 Atom (2-VIII). Im letzten Schritt erfolgt durch Pyridin die
Abspaltung des Tritylkations (Tr+) (2-X) und eines Komplexes aus Bortrifluorid und dem
Amin (2-IX).
Die aus dem Stickstoff des Aziridins entstehende Aminogruppe wird im zweiten Schritt mit
Essigsäureanhydrid unter Basenkatalyse (N,N-Dimethylaminopyridin, DMAP) zum Acetamid
umgesetzt.51
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Da beide Alkohole als racemisches Gemisch eingesetzt werden, entstehen im Verlauf der
Reaktion zwei Diastereomere, die sich in der DC unterscheiden und über
Säulenschromatographie trennen lassen. Die Trennung liefert neben Mischfraktionen, die den
Hauptanteil der Ausbeute ausmachen, auch Fraktionen mit reinen Diastereomeren. Eine
genaue Identifizierung der einzelnen Diastereomere aufgrund der unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten ist allerdings wegen der zu geringen
Auflösung des NMR-Spektrometers nicht möglich.
2.5.2 Reduktion des Azids und Verseifung des Ethylesters am Cyclohexen zur
Aktivierung der biologischen Funktion
Die Reduktion des Azids in 5-Stellung zum Amin und die Verseifung des Ethylesters in 1-
Stellung zur freien Säure stellen die Bindungsfähigkeit des inhibitorischen Kopfes her. Diese
Aktivierung kann, wie in Kapitel 2.2.2 gesagt, sowohl vor als auch nach der Kopplung des
Derivates an eine Oberfläche erfolgen. Im Falle der Aktivierung vor der Kopplung wird Sp.
3.2.4 oder Sp. 2.2.4 gekoppelt. Soll zunächst die Kopplung und dann die Aktivierung an der
Oberfläche erfolgen, so wird Sp. 3.1.2 oder Sp. 2.1.2 and die Oberfläche gekoppelt. Die
Herstellung der biologischen Aktivität erfolgt in beiden Fällen durch dieselben Reaktionen.
Die beiden Schritte sind in Schema 2.8 am Beispiel von Sp. 3.1.2 gezeigt.
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Schema 2.8: Syntheseschema zur Herstellung der biologischen Aktivität der
Alkylspacerderivate am Beispiel des Sp. 3.1.2 durch Reduktion des Azids und
Verseifung der Esterfunktion.
Die Umsetzungen erfolgen analog zu der von Kim beschriebenen Synthese des NA Inhibitors
GS 4071.51
Die Reduktion des Azids erfolgt schonend durch Triphenylphosphin in THF nach dem in
Schema 2.9 gezeigten Mechanismus.
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Schema 2.9: Reaktionsmechanismus der Reduktion der Azidogruppe in 5-Stellung am
Cyclohexen durch Triphenylphosphin (2-XII) und anschließende Hydrolyse
des gebildeten Phosphonamins (2-XIV).
Ein freies Elektronenpaar des am Ring gebundenen Stickstoffs in der Azidgruppe greift das
Triphenylphosphin 2-XII an. Intermediär entsteht dabei unter Stickstoffabspaltung eine
Bindung zwischen dem Phosphor und dem zu reduzierenden Stickstoff. Dieses Phosphonamid
2-XIV wird anschließend durch alkalische Hydrolyse in das Amin 2-XV und ein
Phosphinoxid 2-XVI gespalten. Diese Spaltung kann bei sterisch anspruchsvollen Reaktanden
sehr langsam erfolgen oder im ungünstigsten Falle ganz ausbleiben. Dann muß ein sterisch
weniger anspruchsvolles Phosphin gewählt werden.
Die Verseifung des Ethylesters gelingt je nach Löslichkeit des Substrates in Wasser oder THF
mit 0,1 M wässriger Kaliumhydroxidlösung in äquimolarem Verhältnis zum Ester.
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Zwar haben Untersuchungen von Eisenberg59 und Li60 gezeigt, daß auch der Ester als
Medikament geeignet ist, jedoch muß dieser dann als Spray oder Aerosol in der Nase
appliziert werden. Dort sorgen dann die Mastzellen für eine Umsetzung zur freien Säure und
ermöglichen so erst die gewünschte Wirkung. Daher wird der Ester auch als Prodrug, also als
Vorstufe des Medikamentes bezeichnet. Die Aktivierung durch Mastzellen ist in einer
Anwendung der Inhibitorderivate, wie sie hier angestrebt wird, vollkommen ausgeschlossen.
Daher muß die Verseifung des Ethylesters vorgenommen werden.
Auf Basis der Zwischenstufe Sp. 3.1.2 werden sowohl die Poly(ethylengylkol)derivate als
auch das Biotinderivat dargestellt.
2.6 Darstellung von Poly- und Oligo(ethylenglykol)-Inhibitorderivaten
Die Darstellung von Inhibitorderivaten mit einem Oligo- oder Poly(ethylenglykol)spacer
erfolgt auf Basis des in Kapitel 2.5 beschriebenen Alkylderivats Sp. 2.1.4 durch Epoxidierung
der ω-Doppelbindung der Alkylkette und die anschließende Epoxidöffnung mit einem Amin
(vgl. Schema 2.5). Durch den Einbau von längeren Ethylenglykolketten soll die
Wasserlöslichkeit und Reichweite des Derivats erhöht werden, um somit eine Erkennung zu
erleichtern.
Kommerziell erhältliche Poly(ethylenglykol)e sind im allgemeinen homobifunktionell
erhältlich, so daß im vorliegenden Fall Bis-aminoverbindungen verwendet werden. Dieses
Bis-amin muß vor der Epoxidöffnung  mit einer ω-Doppelbindung ausgestattet werden, damit
eine kovalente Kopplung durch Hydrosilylierung möglich ist.
Die Synthese wurde mit einem Poly(ethylenglykol)-bis-(3-aminopropyl) (PEG-NH2) und
einem Triethylenglykolderivat (4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin, TRI-NH2) versucht. Die
einzelnen Syntheseschritte werden zunächst mit Ro 69-4544 bzw. dessen Epoxid
durchgeführt, um die Reaktionsbedingungen für die Inhibitorderivate festzulegen.
2.6.1 Funktionalisierung von Poly- und Oligo(ethylenglykol)en mit einer ω-
Doppelbindung
Zur Einführung der für eine kovalente Kopplung notwendigen Doppelbindung wird das
Diamin (PEG-NH2 oder TRI-NH2) wie in Schema 2.4 gezeigt mit Allylisocynat (AIC)
umgesetzt.
Die Umsetzung erfolgt in beiden Fällen in absolutem THF, um Nebenreaktion durch
Hydrolyse des Isocyanats zu verhindern.
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Bei der Umsetzung des PEG-NH2 und Isolierung des gewünschten Produktes treten jedoch
durch die Kettenlänge des PEG-NH2 bedingte Probleme auf. Mit steigender Kettenlänge wird
die Trennung und Isolierung der Reaktionsprodukte immer schwerer, da sich Edukt und
Produkte (mono- und disubstituiertes Amin) nicht genug voneinander unterscheiden, um
getrennt zu werden.
Ein weiteres Problem zeigt sich bei der Betrachtung des MALDI-TOF-MS von PEG-NH2
(siehe Abb. 2.3). Das Spektrum zeigt den Molekulargewichtsbereich von 1200 bis 2100. Das
entspricht bei einer Summenformel von H2N(CH2)3[OCH2CH2]nO(CH2)3NH2 einer Spanne
der Wiederholungseinheiten von n = 24 – 43, mit einem Maximum bei n = 33.
In Abb. 2.3 sind die Massenpeaks der Wasserstoffserie mit n = 31 und n = 32 ([M+H]+:
1497,96 und 1541,98) sowie die Massenpeaks der entsprechenden Natriumserie ([M+Na]+:
1519,99 und 1563,99) von PEG-NH2 gekennzeichnet. Der Unterschied zwischen den beiden
Signalen entspricht jeweils der Masse einer –[CH2-CH2-O]- Wiederholungseinheit von 44,05.
Im Spektrum findet sich darüber hinaus neben dem Bisamin ein zweiter Stoff mit demselben
Unterschied von 44,05 zwischen den einzelnen Signalen. Die Signale bei 1484,88 und
1528,93 liegen jeweils 13 Massenzahlen niedriger als die des PEG-NH2 und werden der
Wasserstoffserie des Monoamin zugeordnet. Das Monoamin hat eine Aminopropylendgruppe
und eine Hydroxyethylendruppe, also die Summenformel H2N(CH2)3[OCH2CH2]nO-CH2-
CH2-OH. Der Massenunterschied, der durch den Unterschied der beiden Endruppen bei
gleicher Anzahl von Wiederholungseinheiten (n = 31 und 32) bewirkt wird, beträgt 13
zugunsten des Bisamins. Analog zum PEG-NH2 wird auch für das Monoamin die
entsprechende Natriumserie mit den Massenpeaks [M+Na]+: 1506,92 und 1550, 94 gefunden,
die ebenfalls im Spektrum gekennzeichnet sind.
Zu beachten ist, daß der Vergleich der Intensitäten der einzelnen Massenpeaks der beiden
Stoffe zueinander keinen Rückschluß auf deren prozentualen Anteil im Edukt zuläßt. Die
Intensitäten der Signale sind in erster Linie vom Desorptionsverhalten der Moleküle abhängig
und untereinander nicht vergleichbar.
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Abb. 2.3: MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly(ethylenglykol)bis-(3-aminopropyl) in
THF, Molekulargewichtsbereich: 1200 – 2000 (PEG-NH2)
Aufgrund der Verunreinigung des Eduktes durch das Monoamin und der Trennprobleme nach
der Reaktion mit AIC wurden die Versuche ein Inhibitorderivat mit einem
Poly(ethylenglykol)-Spacer herzustellen abgebrochen.
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Das längste mit einem definierten Molekulargewicht und ausreichenden hydrophile
Eigenschaften erhältliche Oligoethylenderivat ist das 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin
(TRI-NH2, n = 2) mit einem Molgewicht von 220,31. Die Umsetzung von TRI-NH2 mit
Allylisocyanat (vgl. Schema 2.4) erfolgt schnell und quantitativ. In der Reaktion wird das
Amin vorgelegt und eine Lösung von AIC in THF zugetropft um eine Substitution beider
Aminogruppen des TRI-NH2 zu unterdrücken. Das entstehende monosubstituierte Produkt 1-
Allyl-3-(4,7,10-trioxatridecylamin) (TRI-AIC) ist in THF unlöslich und kristallisiert bereits
während der AIC-Zugabe aus. Daher läßt sich TRI-AIC leicht isolieren.
2.6.2 Kopplung von TRI-AIC an Sp. 2.4.2 und Übertragung der Reaktion auf die
Inhibitorderivate (Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2)
Das im vorigen Kapitel beschriebene TRI-AIC wird an das Inhibitorderivat gekoppelt. Dazu
wird zunächst die ω-Doppelbindung des Alkylderivates mit m-Chlorperbenzoesäure zum
Epoxid oxidiert (vgl. Schema 2.5). Anschließend wird dieses Epoxid nukleophil durch die
verbleibende Aminogruppe des TRI-AIC geöffnet.
Die Umsetzung der endständigen Doppelbindung erfolgt mit m-Chlorperbenzoesäure
(MCPBA) zum reaktionsfähigeren Epoxid. Die Umsetzung selber ist vielfach in der Literatur
beschrieben und erfolgt nach einer Vorschrift von Davis.52 Die Epoxidierung sowohl der
Modellsubstanz Ro 69-4544 als auch der beiden Inhibitorderivate Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2
gelingt in hohen Ausbeuten (80 % d. Th.). Die für das Epoxid zu erwartende Aufspaltung der
Protonen des Epoxidringes stimmt mit den gemessenen Werten überein (vgl. Abb. 2.4).61
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Abb. 2.4: Ausschnitt aus dem 1H-NMR Spektrum von Sp. 3.1.3 im Bereich von 0 bis 5,2
ppm. Gekennzeichnet sind die Signale der Methylenprotonen (1, 2) und des
Methinprotons (3) der Epxoidgruppe.
Diese liegen bei 2,48 ppm (2) und 2,8 ppm (1) für die Protonen am endständigen Kohlenstoff
und um 2,9 ppm für das Methinproton (3). Letzteres ist im Spektrum von einem anderen
Signal aus dem Cyclohexenring überlagert, so daß eine genaue Bestimmung der chemischen
Verschiebung und der Kopplungskonstante nicht möglich ist.
Die Reaktion kann ebenfalls im IR Spektrum verfolgt werden, da die C-H Valenzschwingung
des endständigen Kohlenstoffatoms verschwindet. Abb. 2.5 zeigt das Infrarotspektrum im
Bereich von 3700 bis 2700 cm-1 der beiden Moleküle am Beispiel von Sp. 3.1.2 und des
epoxidierten Sp. 3.1.3.
 5                     4                       3                      2                      1                      0
Chemische Verschiebung in ppm
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Abb. 2.5: Ausschnitt aus dem Infrarotschwingungsspektrum von Sp. 3.1.2 (2) und Sp.
3.1.3 (1). Im Bereich zwischen 3100 und 3000 cm-1 findet eine Verschiebung
der C-H Valenz aufgrund der Reaktion der Doppelbindung zum Epoxid statt.
Die Valenzschwingung der C-H Bindung einer endständigen C=C Doppelbindung findet sich
im Bereich von 3100 bis 3050 cm-1.55 Im vorliegenden Falle liegt sie bei 3077 cm-1 als
Schulter an einer CH2-Valenzschwingung (Spektrum 2). Das Spektrum 1 zeigt denselben
Wellenzahlbereich des Epoxids Sp. 3.1.3. Die C-H Schwingung der Doppelbindung ist
verschwunden und man findet eine neue Bande bei etwa 3040 cm-1, die der erwarteten
Valenzschwingung der C-H Bindung des endständigen Kohlenstoffatoms des Epoxids
entspricht.62 Durch die Valenzschwingung des endständigen Kohlenstoffatoms im Epoxid
kann im Laufe der Synthese die Öffnung des Epoxids verfolgt und bewiesen werden.
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Die Öffnung des Epoxidringes erfolgt zunächst bei der Modellsubstanz Ro 69-4544. Die
Isolierung gelingt trotz geringer Ausbeute und aufwendiger Trennung in ausreichender
Menge. Die Analytik erfolgt durch die Feststellung der korrekten Masse von [M+H]+ =
756,00 im MALDI-TOF-MS und durch 1H-NMR-Spektroskopie. Probleme bei der
Auswertung des Spektrums bereiten die Ethylenglykoleinheiten. Die Signale der
Methylenprotonen liegen im Bereich zwischen 3 und 4 ppm relativ dicht zusammen und sind
aufgrund ihrer Anzahl sehr intensitätsstark. Dies erschwert die Identifizierung einiger Signale
des inhibitorischen Kopfes, die ebenfalls in diesem Bereich liegen und wegen des
Intensitätsverhältnisses (1 oder 2 Protonen des inhibitorischen Kopfes zu 16 Protonen der
Kette) überdeckt werden. Daher sind nicht alle Methylen- und Methinprotonen im Spektrum
aufzufinden. Die Identifizierung erfolgte durch den Nachweis bestimmter Strukturmerkmale,
die in 2-XVII mit den entsprechenden chemischen Verschiebungen in ppm angegeben sind.
O
NH
O
O
OR
N3
6,79
1,3-1,5
4,32
2,04
4,1
0,91
2-XVII
Aus der Struktur wird ersichtlich, daß für alle Strukturmerkmale des inhibitorischen Kopfes
(Pentylether, Azid, Acetamid etc.) mindestens ein Signal gefunden und zugewiesen wird.
Allerdings entsprechen die Verhältnisse der Integrale der Protonen am inhibitorischen Kopf
und im TRI-AIC nicht den erwarteten Verhältnissen von 1:12 bzw. 2:12. Die Verhältnisse
liegen ein wenig höher, und so ist es wahrscheinlich, daß sich trotz Säulenchromatographie
nicht umgesetztes TRI-AIC im Produkt befindet.
Diese Annahme wird durch die MALDI-TOF-MS Messungen gestützt, bei denen zusammen
mit der korrekten Masse auch noch ein Massenpeak des TRI-AIC gefunden wird. Zu beachten
ist dabei, daß die Signalverhältnisse im MALDI-TOF-MS Spektrum keinen Rückschluß auf
die Mengenverhältnisse zulassen, da sich das Desorptionsverhalten der beiden Produkte
unterscheidet. Die Epoxidringöffnung der Modellsubstanz führt mit einer Ausbeute von 23 %
der Theorie zum gewünschten Produkt.
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Leider führt die entsprechende Synthese mit den epoxidierten Inhibitorderivaten Sp. 2.1.3 und
Sp. 3.1.3 nicht zu dem gewünschten Produkt. Zwar entsteht bei der Synthese ein isolierbares
Produkt, das vom Laufverhalten her dem gesuchten entspricht, jedoch mit den geforderten
Werten der Massen von [M+H]+ = 711 (Sp. 3.1.3) bzw. [M+H]+ = 795 (Sp. 2.1.3) nicht
übereinstimmt. Auch im 1H-NMR-Spektrum können wesentliche Elemente der geforderten
Struktur, die bei der Modellsubstanz nachgewiesen wurden, nicht gefunden werden. So fehlt
zum Beispiel das Methinproton am vinylogen Kohlenstoff, das ein chemische Verschiebung
von 6,7 ppm aufweist. Damit fehlt dem Produkt mindestens ein entscheidendes strukturelles
Merkmal zur Erkennung der Neuraminidase.
2.7 Darstellung eines Biotin-Inhibitorderivates aus dem C-9 Alkylspacer
Inhibitortemplat (Sp. 3.1.2)
Die Darstellung eines Biotin-Inhibitorderivates eröffnet die Möglichkeit einer einfachen
Bindung des Inhibitors über Streptavidin an eine Oberfläche. Dieses Biotin-Streptavidin-
System findet in der biologischen und medizinischen Forschung insbesondere als
Nachweissystem breite Anwendung. Die Bindung zwischen den beiden Partnern ist
hochspezifisch und sehr fest. Ferner gibt es eine Vielzahl von Nachweissystemen für beide
Reaktionspartner.
Um den Syntheseaufwand möglichst gering zu halten, wurde das Biotin-Inhibitorderivat aus
Sp. 3.1.2 hergestellt, da dieses Derivat in verhältnismäßig großen Mengen zur Verfügung
steht. Die Darstellung folgt dem in Schema 2.6 skizzierten Syntheseweg. Die einzelnen
Schritte werden in der Folge besprochen, und insbesondere wird ausführlich auf die
Epoxidringöffnung eingegangen.
2.7.1 Epoxidierung der ω-Doppelbindung und nukleophile Öffnung des Epoxides mit
Biotin-DADOO
Die nukleophile Öffnung des Epoxidringes mit Aminen ist eine Reaktion, die breite
Anwendung findet. Sie wird in der Literatur für verschiedene Amine mit guten Ausbeuten
beschrieben, wobei die Reaktivität im Allgemeinen von der Reaktivität des Nukleophils
abhängt. Viele der beschriebenen Reaktionen werden mit niedermolekularen Epoxiden,
insbesondere Allylglycidylether durchgeführt.63,64 Bei komplexeren und sterisch
anspruchsvollen Aminen wird auch die Verwendung von Katalysatoren beschrieben.97
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Im vorliegenden Fall handelt es sich bei dem Amin (Biotin-DADOO (vgl. 2-VI)) um ein
primäres Alkylamin, das eine hohe Nukleophilie aufweist. Das Epoxid hingegen ist sterisch
anspruchsvoll und verfügt über einen langen Alkylrest (5 bzw. 9 Methylengruppen). Der +I-
Effekt dieser Alkylkette auf das Epoxid bewirkt eine Verminderung der Reaktivität durch die
Erniedrigung der Elektrophilie. Die Elektrophilie der Epoxidkohlenstoffe wird soweit
erniedrigt, daß eine direkte Umsetzung auch bei Erwärmen ausbleibt. Um trotz der
Desaktivierung eine Umsetzung zu erzielen, wird ein Katalysator benötigt. Um die
Reaktionsführung und die Ausbeute zu optimieren, wird der Einfluß von fünf Katalysatoren
in drei verschiedenen Lösungsmitteln untersucht. Bei den meisten in der Literatur
beschriebenen Katalysatoren handelt es sich um Lewis Säuren, deren katalytische Wirkung
auf der Erhöhung der Elektrophilie des Epoxoids durch Koordination mit dem Sauerstoff
beruht.89 Für die hier vorgenommene Untersuchung werden mit Zinktetrafluorborat (ZnBF4),
Lithiumperchlorat (LiClO4), und Bortrifluoridethyletherat (BF3•Et2O)97 drei gängige und mit
Ytterbiumtrifluormethansulfonat (Yb(CF3SO3)3)98 und Magnesiumbromid Etherat
(MgBr2•Et2O)65 zwei seltener eingesetzte Katalysatoren verwendet. Alle genannten
Katalysatoren werden in drei verschiedenen Lösungsmitteln (Ethanol, THF und Acetonitril)
auf ihre Fähigkeit hin untersucht, die Epoxidringöffnung zu katalysieren. Die
Reaktionsführung und die molaren Verhältnisse der Reaktanden zum Katalysator sind für alle
15 Ansätze gleich.
In Abb. 2.6 sind Eluogramme zweier HPLC Trennungen gezeigt, die die Zusammensetzung
der Lösung nach einer Reaktionszeit von 4 Tagen zeigen. Die Trennung erfolgte in einem
wässrigen Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 2,7 als Elutionsmittel und einem
Acetonitrilgradienten von 0 bis 80 Vol% über einen Zeitraum von 40 min. Aus Gründen der
Übersichtlichkeit und wegen der identischen Ergebnisse wird auf eine separate Darstellung
aller Ergebnisse verzichtet. Die in Abb. 2.6 gezeigten Eluogramme sind exemplarisch für eine
erfolgreiche Öffnung und eine Zersetzung der Edukte im Verlauf der Reaktion.
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Elutionszeit in min
Abb. 2.6: HPLC Eluogramm zweier Epoxidöffnungen, unter Magnesiumbromid (1) oder
Lithiumperchlorat (2) Katalyse nach einer Reaktionszeit von 4 Tagen. Beide
Reaktionen wurden in Ethanol mit der Modellsubstanz Sp. 2.4.1 (Epoxid)
durchgeführt.
Die Identifizierung der Peaks erfolgte durch Fraktionierung und anschließende MALDI-TOF-
MS Analytik über die Masse. Das Eluogramm 1 zeigt eine erfolgreiche Öffnung mit
Magnesiumbromid in Ethanol. Zu Beginn des Gradienten, bei einem Acetonitrilgehalt von 7
Vol%, wird Biotin-DADOO eluiert. Das Epoxid (Sp. 2.4.1 (Epoxid)) wird am Ende des
Gradienten bei einem Acetonitrilgehalt des Gradienten von etwa 75 Vol% eluiert. Das
Produkt wird erwartungsgemäß zwischen den Edukten, nach ungefähr 32 min ekuiert, was
einem Gehalt von 64 Vol% Acetonitril entspricht. Dieser Verlauf wird außer mit
Magnesiumbromid Ethyletherat noch mit Ytterbiumtriflat gefunden. Im Eluogramm 2 in Abb.
2.6 ist der Versuch einer Epoxidringöffnung mit Lithiumperchlorat als Katalysator in Ethanol
gezeigt. Bei diesem Katalysator entsteht eine Vielzahl von Produkten. Durch Fraktionierung
und anschließende MALDI-TOF-MS Analyse gelang die Isolierung zweier Nebenprodukte
und die Ermittlung ihrer Molmasse. Allerdings ließ sich dadurch nicht auf eine diskrete
Struktur schließen. Viel wahrscheinlicher ist es, daß es sich dabei um Zerfalls- und
Nebenprodukte handelt. Das Eluogramm 2 ist beispielhaft für die Katalysatoren
Lithiumperchlorat, Zinktetrafluoroborat und Bortrifluoridethyletherat in allen drei
Lösungsmitteln.
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Die untersuchten Lösungsmittel Acetonitril, THF und Ethanol zeigen mit zunehmender
Polarität einen zunehmenden Umsatz. So erfolgt in Acetonitril fast gar keine Reaktion, in
THF und Ethanol wurde neben einer Erhöhung des Produktanteils auch eine steigende Anzahl
von Nebenprodukten gefunden. In Methanol findet man dünnschichtchromatographisch etwa
15 verschiedene Produktsignale, die auf einen Zerfall der Moleküle hinweisen.
Aufgrund der Untersuchung der Katalysatoren und des Lösungsmitteleinflusses wurden die
folgenden Reaktionsbedingungen festgelegt. Epoxid und Amin werden getrennt voneinander
gelöst, wobei ein 20%iger Überschuß des Biotin-DADOO eingesetzt wird. Der Katalysator
wird äquimolar zum Amin eingesetzt. Die Reaktion erfolgt in THF unter Rückfluß über einen
Zeitraum von 8 Tagen.
Für die Umsetzung des Inhibitorderivates mit Biotin-DADOO wird von den beiden
geeigneten Katalysatoren (Ytterbiumtrifluoromethansulfonat und Magnesiumbromid) das
Magnesiumbromid ausgewählt, da es viel preiswerter und in größeren Mengen erhältlich ist.
Setzt man Sp. 3.1.3 mit Magnesiumbromid Ethyletherat unter den mit der Modellsubstanz
ermittelten Bedingungen um, so erhält man im HPLC-Eluogram des Reaktionsgemisches je
zwei Peaks für Edukt und Produkt. Ein Eluogramm, das die Zusammensetzung des
Reaktionsgemisches nach 6 Tagen Reaktionszeit zeigt, ist in Abb. 2.7 dargestellt.
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Elutionszeit in min
Abb. 2.7: HPLC Elutionsprofil einer erfolgreichen Epoxidöffnung von Sp. 3.1.3 unter
Magnesiumbromid-Katalyse. Die entstehenden, diastereomeren Produkte
werden zwischen den beiden Edukten bei einer Rt: ≈ 20 min eluiert.
Das Epoxid Sp. 3.1.3 liegt in zwei diastereomeren Formen vor, und folglich treten im
Eluogramm zwei Peaks auf. Es werden auch nach der Reaktion mit Biotin-DADOO zwei
diastereomere Produkte gefunden. Die Identifizierung der Peaks gelingt aus den Fraktionen
der HPLC durch MALDI-TOF-MS durch das korrekte Molgewicht von [M+H]+ = 783,38 und
nach der Trennung durch Säulenchromatographie durch 1H-NMR-Spektroskopie. Die
Zuordnung der 53 erkannten Protonensignale wird durch die Tatsache erschwert, daß das
Lösungsmittel für die Messung aufgrund der Löslichkeit von Deuterochloroform zu
Methanol-d4 geändert werden muß.
Biotin-DADOO
Sp. 3.1.3
Produkt
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Ab dem 9. Reaktionstag entsteht trotz weiterer Katalysatorzugabe kein weiteres Produkt
mehr, und die Reaktion muß wegen des steigenden Anteils an Nebenprodukten abgebrochen
werden. Im gewählten Laufmittel (Methanol/Chloroform 79:20 (v/v) mit 1 Vol% 25 %iger
wässr. Ammoniaklösung) wird das Produkt erst spät eluiert, und insgesamt liegt die Ausbeute
mit 6 % d. Th. sehr niedrig.
2.7.2 Azidreduktion und Esterverseifung des Biotin-Inhibitorderivates zur Herstellung
der biologischen Aktivität
Die Reduktion des Azides zum Amin und die Verseifung des Esters zur freien Säure erfolgt
völlig analog zu den Alkylderivaten (vgl. Kapitel 2.5.2). Im Unterschied zur Aktivierung der
Alkylderivate muß beim Biotin-Inhibitorderivat nach dem ersten Aktivierungsschritt
(Azidreduktion) ein Reinigungsschritt erfolgen. Sp. 3.1.5 ist bereits sehr gut wasserlöslich
und befindet sich nach der Aufarbeitung durch Ausschütteln vollständig in der wäßrigen
Phase. Bei der wäßrigen Phase handelt es sich um eine 0,1 M Natriumhydrogen-
carbonatlösung aus der Produkt nicht mehr isoliert werden kann. Daher wird das
Reaktionsgemisch zur Abtrennung des Phosphinoxids 2-XVI chromatographiert. Die
Reaktionskontrolle erfolgt mittels MALDI-TOF-MS.
Die Esterverseifung erfolgt in wäßriger Lösung, da dies für die anschließende Reinigung
durch präparative HPLC vorteilhaft ist. Die Produktfraktionen werden bei einer Wellenlänge
von 215 nm detektiert und ebenfalls mit Hilfe von MALDI-TOF-MS identifiziert. Das
Endprodukt fällt nach der Gefriertrocknung in Form von farblosen Kristallen an und wird bei
4°C aufbewahrt. Die Ausbeute der Reaktionen der beiden letzten Schritte liegt mit 80 % bei
der Azidreduktion und  50 % d. Th. für die Esterverseifung recht hoch.
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3 Trägermaterialien
Silicon und Glas dienen im Rahmen dieser Arbeit als Trägermaterialien zur selektiven
Bindung und Anreicherung der Neuraminidase an einer Oberfläche über die Blockierung des
aktiven Zentrums des Enzyms. An beide Trägermaterialien werden die verschiedenen
Derivate des Neuraminidaseinhibitors GS 4071 durch Hydrosilylierung kovalent gekoppelt.
Eine adsorptive Immobilisierung der Inhibitorderivate an Silicon und Polystyrol erfolgt durch
Streptavidin, an dessen Bindungsstellen anschließend ein Biotinderivat von GS 4071
gebunden wird. Dazu werden die Siliconoberflächen mit Streptavidin beschichtet und
anschließend mit BSA blockiert. Diese beiden Schritte sind beim Einsatz von Polystyrol als
Träger nicht nötig, da auf kommerziell erhältliche Oberflächen, die bereits mit Streptavidin
beschichtet und BSA blockiert sind, zurückgegriffen wird.
Im folgenden werden die Trägermaterialien Glas und Silicon nacheinander beschrieben und
charakterisiert. Auf eine detaillierte Untersuchung der mit Streptavidin beschichteten
Polystyroloberflächen wird verzichtet. Durch die beschriebene Vorbehandlung weisen diese
Oberflächen bereits definierte Eigenschaften auf.
3.1 Herstellung und Eigenschaften des Poly(dimethylsiloxan)s und der
silanfunktionalisierten Polymerfolien
Silicone finden in der medizinischen Forschung breite Anwendung und zeichnen sich durch
chemische Beständigkeit, geringe Toxizität und leichte Funktionalisierbarkeit aus.
Poly(dimethylsiloxan) besteht aus Wiederholungseinheiten -[Si(CH3)2O]-. Als
Ausgangsstoffe bei der technischen Herstellung dienen größtenteils Methylchlorsilane, die
durch die Müller-Rochow-Synthese dargestellt werden.66 Das Gemisch der bei diesem
Verfahren hergestellten Methylchlorsilane wird anschließend durch fraktionierte Destillation
in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt. Durch Hydrolyse der Organochlorsilane bilden sich
Silanole, welche direkt oder nach Überführung in Cyclosiloxane zum gewünschten
Endprodukt polymerisiert werden.67
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Für die Herstellung spezieller Silicone im Labormaßstab finden Zweikomponentensysteme
breite Anwendung. Bei diesen Systemen wird das Polymer durch die Reaktion eines
vinylterminierten Basispolymers  mit einem silanterminierten Vernetzer oder Vulkanisierer
hergestellt. Die Vulkanisierungsreaktion ist in Gl. (2) gezeigt. Eine Vernetzung findet statt,
wenn eine der beiden Komponenten, meist der Vernetzer, drei oder mehr reaktive Gruppen
hat, die mit dem Basispolymer reagieren können (R: -H).
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Als Basispolymer dient meist vinylterminiertes Poly(dimethylsiloxan), selten werden andere
nicht reaktive Seitenketten meist Phenyl- oder Butylreste verwendet.68 Die Einführung
funktioneller Gruppen in das Silicon erfolgt bei Zweikomponentensystemen durch den
Einsatz von Vulkanisierern, bei denen Methylgruppen teilweise durch funktionalisierte Reste
(z.B.: Aminopropyl- oder Hydroxypropylreste) ersetzt sind. Auf diese Weise werden nach der
Vulkanisation Silicone erhalten, die zu einer chemischen Kopplung befähigt sind.69
Basispolymer und Vernetzer sind flüssig und reagieren nach dem Mischen. Physikalische
Eigenschaften, wie Viskosität oder die Festigkeit lassen sich durch das Mengenverhältnis von
Basispolymer und Vernetzer und die Kettenlänge der verwendeten Komponenten einstellen.
Allen Herstellungen gemeinsam ist die Kaltvulkanisation der beiden Komponenten mit 5-75
ppm eines Platinkatalysators. Früher wurde hierzu Hexachloroplatinat(IV) verwendet, das
heute jedoch weitgehend durch Bis(divinyltetramethyldisiloxan)Platin(0) ersetzt ist.49
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In dieser Arbeit werden nach der beschriebenen Methode zwei Silicone mit einem
unterschiedlichen Gehalt freier Silanfunktionen (Si-H) aus einem Zweikomponentensystem
hergestellt. Mittels eines Gießverfahrens werden sie in Form von Folien mit einer
durchschnittlichen Dicke von 1 mm gebracht und in dieser Form als Träger verwendet. Als
Vergleich für die beiden funktionalisierten Silicone dient reines Poly(dimethylsiloxan) ohne
Silanfunktionen. Ihre Strukturen sind in Abb. 3.1 zusammen mit dem Basispolymer
dargestellt. Zur Herstellung werden zwei Vernetzer eingesetzt, die sich im Prozentsatz der
enthaltenen Silangruppen unterscheiden.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Bestandteile der verschiedenen Siliconfolien.
Das Basispolymer (Komponente A) wird mit den verschiedenen als Vernetzern
bezeichneten Komponenten B, C und D, die einen unterschiedlichen Gehalt
von Silanfunktionen aufweisen, vulkanisiert.
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Die Vernetzung erfolgt zwischen den vinylischen Doppelbindungen des Basispolymers
(Komponente A, WM : 25.000) und den Silanfunktionen (Si-H) des Vernetzers. Bei der
Vulkanisation des Basispolymers mit Komponente B ( WM : 900-1.200) oder Komponente C
( WM : 1.900-2.200) reagieren aufgrund der stöchiometrischen Verhältnisse nicht alle
Silanfunktionen des Vernetzers mit den Vinylendgruppen des Basispolymers.  Für die
verwendete Zusammensetzung von 90:10 Gew% Basispolymer zu Vernetzer liegt bei
Komponente B ein 12facher Überschuß, bei Komponente C ein 23facher Überschuß an
silanfunktionalisierten Monomereinheiten im Vergleich zu den vinylfunktionalisierten
Endgruppen des Basispolymers vor. Die während der Vulkanisation nicht umgesetzten
Silanfunktionen stehen danach für Kopplungsreaktionen zur Verfügung.
Auf diese Weise eingeführte Silanfunktionen befinden sich nicht nur an der Oberfläche, wie
nach einer chemischen oder physikalischen Modifizierung, sondern im gesamten
Polymerbulk.
Die Benennung der drei unterschiedlich stark funktionalisierten Folien erfolgt über den Anteil
der Methylhydrosiloxan-Wiederholungseinheiten im entsprechenden Vernetzer. Die Folie,
deren Vernetzer keine Silanfunktionen enthält (Komponente D) wird als Referenz verwendet
und als SiH 0 bezeichnet. Folien mit Komponente B als Vernetzer und mit einem Anteil von
50-55 Mol% Methylhydrosiloxan Monomereinheiten werden als SiH 50 bezeichnet. Folien
bei denen Komponente C (100 Mol% Methylhydrosiloxan) als Vernetzer verwendet wird,
werden als SiH 100 bezeichnet.
3.1.1 Eigenschaften der Silicongießfolien mit unterschiedlichem Silangruppengehalt
Poly(dimethylsiloxan), das als Referenzmaterial für die silanfunktionalisierten
Siliconelastomere dient, nimmt eine entlang der Polymerkette eine helicale Struktur an. Die
Bindungswinkel betragen 110° (O-Si-O) sowie 150° (Si-O-Si). Der Bindungswinkel vom
Backbone zur Seitengruppe beträgt 108° (O-Si-C). Der Bindungswinkel (C-Si-C) beträgt
109°, so daß die Wiederholungseinheiten in Form eines gestauchten Tetraeders entlang der
Hauptkette vorliegen.67
Durch die Substitution der Seitenketten durch Wasserstoffatome verändern sich auch die
physikalischen Eigenschaften der entstehenden Polymere im Vergleich zu
Poly(dimethylsiloxan). Je größer der Anteil des silanfunktionalisierten Vernetzers am
hergestellten Siliconelastomer ist, desto weniger zugfest und formstabil ist die entstehende
Folie.
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3.1.1.1 Reorganisationseffekte der Siliconoberfläche
Die treibende Kraft der Reorganisation ist das Bestreben der Oberfläche, einen Zustand mit
der niedrigsten freien Oberflächenenergie einzunehmen.70
Einen Einfluß auf die Fähigkeit zur Neuorganisation üben die folgenden Faktoren aus:
• Polarität des gesamten Polymers und der Monomereinheiten,
• Flexibilität der Hauptkette,
• Vernetzungsgrad der einzelnen Ketten untereinander,
• Anteil kristalliner Bereiche, die wegen ihrer großen Ordnung Umlagerungseffekten
entgegenstehen,
• Hydratisierungsgrad
• Sterische Hinderungen beispielsweise durch sterisch anspruchsvolle Seitenketten.
Durch diese Faktoren wird die Neuorientierung von oberflächennahen Regionen des Polymers
in Abhängigkeit von äußeren Einflüssen gesteuert. In wäßrigen Medien wandern die
hydrophilen Anteile des Polymers an die Oberfläche, während sich diese an Luft (hydrophobe
Umgebung) in das Innere des Polymerbulks verlagern. Für Poly(dimethylsiloxan) sind die
Einflüsse der Faktoren auf die Beweglichkeit gut untersucht und beschrieben.71
Es werden drei Umlagerungsphänomene (Abb. 3.2) unterschieden, die sich unterschiedlich
weit in den Polymerbulk hinein erstrecken.
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Abb. 3.2: Darstellung der verschiedenen Oberflächenreorganisationsphänomene wie sie
beim Silicon vorkommen.22
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Rotationsbedingte Umlagerungen entlang des backbone und daraus resultierende
Konformationsänderungen der Polymerketten finden nur bis in etwa 1 nm Tiefe statt. Die
sogenannte Ketten-Backbone-Umlagerung wird durch die Erniedrigung der Rotationsbarriere
mit steigender Zahl der Wasserstoffatome am Silicium begünstigt. Diffusionsbedingte
laminare Umlagerungen betreffen kleine Moleküle wie Polyacrylsäure oder Polyacrylamid,
die an die Oberfläche gepfropft sind. Diese Effekte beschränken sich auf die
oberflächennahen Bereiche ab einer Tiefe von 10 nm bis etwa 100 nm. Bei Umlagerungen im
Bulk bis zu einer Tiefe von über 100 nm ist der Vernetzungsgrad von erheblicher Bedeutung,
da dieser die Beweglichkeit innerhalb des Polymers stark beeinflußt. Dieser Effekt ist in der
Hauptsache für das veränderte Verhalten von Siliconoberflächen gegenüber Wasser und Luft
verantwortlich.72 Die beschriebenen Umlagerungen finden abhängig vom Einfluß der oben
beschriebenen Faktoren innerhalb weniger Minuten statt.71 Für die silanfunktionalisierten
Folien wird durch die sterisch weniger anspruchsvollen Wasserstoffatome in den Seitenketten
eine schnellere Neuorientierung und damit verbundene Migration von gekoppelten Molekülen
als bei der nichtfunktionalisierten Folie erwartet.
3.1.1.2 Topographie der Polymerfolien
Die Oberflächenbeschaffenheit der Folien ist maßgeblich vom gewählten Verfahren zur
Vernetzung und Formgebung abhängig. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein einfaches
Gießverfahren angewandt, bei dem die Komponenten Basispolymer und Vernetzer mit einem
Lösungsmittel vermischt und zum Vulkanisieren auf eine glatte Oberfläche gegossen werden,
die mit einer Teflonfolie beklebt ist. Die Oberflächen werden zum einen durch
Weißlichtinterferometrie und zum anderen mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM, Atomic
Force Microscopy) auf ihre Topographie und Rauhigkeit hin untersucht.
Das Erscheinungsbild der Oberflächen aller mittels des Gießverfahrens hergestellten
Siliconfolien und die gemessenen Oberflächenrauhigkeiten sind im Rahmen der
Meßgenauigkeit beider Methoden gleich. Es werden repräsentativ für alle Folien die
Aufnahmen des reinen Poly(dimethylsiloxan) dargestellt.
Die Weißlichtintereferometrie zeigt eine sehr glatte Oberfläche (vgl. Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Weißlichtinterferometrische Aufnahme der Oberfläche einer
Poly(dimethylsiloxan)-Gießfolie mit einem Bildausschnitt von 47x52µm2. Die
durchschnittliche Rauhigkeit Rq wird mit 11,53 nm ermittelt.
Der dargestellte Bildausschnitt entspricht einer Fläche von 47x52 µm2. Im oberen Teil der
Darstellung ist ein Präparationsartefakt zu erkennen, der sich auf der Oberfläche befindet.
Der Rq-Wert (root mean square roughness) ist die Wurzel aus dem quadratischen
Mittelrauhwert und wird definiert als der Mittelwert der Höhenabweichung Zjk der
Berechnungsfläche innerhalb der auszumittelnden Bezugsfläche. Die mittlere Rauhigkeit der
SiH 0-Folie wird zu Rq=11,53 nm ermittelt, was einer sehr glatten Oberfläche entspricht. Die
gemessenen Rq-Werte der SiH 50- und SiH 100-Folie sind im Rahmen der Meßgenauigkeit
mit diesem Wert identisch.
Weiterhin liefert die Weißlichtinterferometrie einen sogenannten Strukturindex. Dieser stellt
einen Korrekturfaktor für die vom Gerät gemessene Oberfläche im Verhältnis zu einer ideal
glatten Oberfläche dar.  Der Strukturindex dient zur Berechnung der Oberfläche auf Basis der
Kantenlängen einer Probe. Dieser Korrekturfaktor ist größer oder gleich 1, wobei ein Wert
von 1 einer ideal glatten Oberfläche entspricht. Die Werte für diesen Korrekturfaktor liegen
für alle Siliconfolien zwischen 1,00155 und 1,00305. Bei den Seitenlängen von 3x6 cm2 der
eingesetzten Folien entspricht das einer Oberfläche von 18,06 cm2, also einer Abweichung
von 0,06 cm2 von der ideal glatten Oberfläche. Verglichen mit einer ebenfalls untersuchten
Spritzgußfolie, bei der die mittlere quadratische Rauhigkeit 437,79 nm beträgt, ergibt sich ein
Korrekturfaktor von 1,28584. Mit diesem Faktor ergibt sich durch die Rauhigkeit eine
Vergrößerung der Oberfläche um 5,15 cm2 für die oben genannten Abmessungen.
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Bei der Betrachtung einer analog nach dem Gießverfahren hergestellten Folie unter dem
Rasterkraftmikroskop (vgl. Abb. 3.4) zeigt sich auch bei größerer Auflösung keine
Strukturierung der Oberfläche zum Beispiel durch Kristallitbildung.
Abb. 3.4: AFM Aufnahme der Oberfläche einer Poly(dimethylsiloxan)-Gießfolie. Die
mittlere Rauhigkeit (Rq) beträgt 6,33 nm.
Die mittlere Rauhigkeit wird in der AFM aus fünf über die gesamte Oberfläche verteilten
Meßpunkten von 15x15 µm2 mit 6,33 nm ermittelt.
Die Meßwerte der mittleren Rauhigkeiten, die durch die beiden Methoden ermittelt werden,
weichen mit 11,89 nm (Weißlichtinterferometrie) beziehungsweise 6,33 nm (AFM) scheinbar
signifikant voneinander ab. Diese Abweichung ist durch den Bildausschnitt und die
Auflösung der beiden Methoden begründet. Der Bildausschnitt in der AFM ist nur ein Viertel
von dem der Weißlichtinterferometrie. Durch die Darstellung größerer Flächen in der
Weißlichtinterferometrie werden Artefakte der Präparation (vgl. Abb. 3.3) häufiger erfaßt und
führen zu einer Erhöhung der gemessenen mittleren Rauhigkeit.
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Die bei der AFM geringe maximale Auslenkung des Cantilever in z-Richtung erlaubt eine
Messung von Ausschnitten der Oberfläche, die solche Artefakte enthalten, nicht und ergibt
somit geringere Werte für Rq. Trotzdem sprechen beide Messungen für eine sehr glatte
Oberfläche der Folien. Alle Folien wurden nach den beiden Methoden sowohl an Luft
(trockene Oberfläche) als auch in Wasser vermessen. Die dabei erhaltenen Meßergebnisse
sind im Rahmen der Meßgenauigkeit identisch. Eine Reorganisation der Polymerketten in
Abhängigkeit vom umgebenden Medium (vgl. Kapitel 3.1.1.1) führt demnach nicht zu einer
Änderung der Oberflächentopographie.
3.1.1.3 Thermische Eigenschaften
Thermische Eigenschaften wie der Schmelzpunkt (Tm), der Glasübergang (Tg) und
Kristallisationspunkt (Tc) werden mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (Differential
Scanning Calorimetry, DSC) ermittelt.73 Die Thermogramme für Poly(dimethylsiloxan) (1)
und eine silanfunktionalisierte Folie (SiH 100)  (2) sind in Abb. 3.5 dargestellt.
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Abb. 3.5: Thermogramme einer Poly(dimethylsiloxan)-Folie (1, SiH 0) und einer
silanfunktionalsierten Folie (2, SiH 100) im Temperaturbereich von –104 bis
25 °C. Gezeigt ist jeweils die 2. Aufheizkurve
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Das Ergebnis der Messung an einer SiH 50-Folie ist identisch mit dem Thermogramm der
SiH 100-Folie und deshalb nicht mit aufgeführt. Die Messung wurde in einem
Temperaturintervall von –140° bis 25 °C bei einer Aufheizgeschwindigkeit von 20°C pro
Minute aufgenommen. In Abb. 3.5 ist jeweils die zweite Aufheizkurve dargestellt. Die
Meßwerte bei Temperaturen tiefer als -104°C liefern wegen des fehlenden
Temperaturgleichgewichtes von Probenblock und Meßkopf keine verwertbaren Ergebnisse
und werden deshalb nicht berücksichtigt.
Bei der Messung der Referenzfolie (SiH 0) wird ein Schmelzpunkt (Tm) von –41,6 °C (∆H:
16,2 J/g)erhalten, der bei den silanfunktionalisierten Folien SiH 50 und SiH 100 nicht auftritt.
Für keine der Folien konnte eine Glasübergangstemperatur (Tg), die für Silicon unter –115 °C
erwartet wird74 oder ein Kristallisationspunkt (Tc) gemessen werden. Diese hohe
Beweglichkeit der Polymerketten begünstigt Reorganisationseffekte in der Oberfläche.
3.1.1.4 Benetzungsverhalten von Silikonoberflächen
Eine wichtige Eigenschaft, die in der medizinischen Anwendung beachtet werden muß, ist die
Hydrophilie der Oberfläche, da sie erheblichen Einfluß auf das Verhalten des Polymers in
vivo hat. Der Kontaktwinkel ist ein Maß für die Benetzbarkeit einer Oberfläche mit der
Meßflüssigkeit. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Kontaktwinkelmessungen
dient stets Wasser als Testflüssigkeit. In diesem speziellen Fall ist der Kontaktwinkel ein Maß
für die Hydrophilie einer Oberfläche. Kontaktwinkel unter 90° kennzeichnen eine hydrophile
Oberfläche. Bei einem Kontaktwinkel über 90° liegt eine hydrophobe Oberfläche vor. Die
Messung kann auf zwei verschiedene Arten erfolgen, die in Abb. 3.6 vergleichend
gegenübergestellt sind.
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Abb. 3.6: Vergleichende Darstellung der Messprinzipien des Kontaktwinkels nach der
sessile drop-Methode (oben) und der captive bubble Methode (unten). Der
Winkel θ gibt den Kontaktwinkel an.
Bei der sessile drop-Methode wird ein Wassertropfen auf die zu untersuchende Oberfläche
gesetzt. Der Winkel zwischen der Tangente an den Tropfen im äußersten Berührungspunkt
und der Oberfläche unter dem Tropfen gibt den Kontaktwinkel θ an.
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Beim captive bubble-Verfahren wird der Probenkörper in die Testflüssigkeit getaucht und
eine Luftblase von unten auf die Oberfläche gesetzt. Zur Ermittlung des Kontaktwinkels legt
man eine Tangente an den Punkt, an dem die Gasblase an der Probenoberfläche aufliegt, und
mißt den Winkel zwischen der Tangente und der Oberfläche zur Flüssigkeitsseite. Die nach
den beiden Methoden gemessenen Winkel θ sollten bei identischen Oberflächen gleich sein.
Eine Abweichung der gemessenen Kontaktwinkel in den beiden Meßmethoden mit derselben
Flüssigkeit deutet auf Veränderungen der Oberfläche in der Meßflüssigkeit hin. Die
angegebenen Kontaktwinkel entsprechen jeweils dem arithmetischen Mittel aus zehn
Einzelmessungen an verschiedenen Punkten der Oberfläche.
In Abb. 3.7 sind die mit Hilfe der beiden Methoden ermittelten Kontaktwinkel der reinen
Poly(dimethylsiloxan)-Folie (SiH 0) und der Folien mit unterschiedlichem
Silangruppengehalt (SiH 50 und SiH 100) dargestellt.
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Abb. 3.7: Gegenüberstellung der nach der sessile drop und captive bubble Methode mit
Wasser gemessenen Kontaktwinkel von Siliconfolien mit unterschiedlichem
Gehalt an freien Silanfunktionen.
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Aus Abb. 3.7 ist ersichtlich, daß die mittels der captive bubble Methode gemessenen
Kontaktwinkel für eine größere Hydrophilie und damit eine bessere Benetzbarkeit der
Polymeroberfläche sprechen, als die mittels der sessile drop Methode ermittelten
Kontaktwinkel. Für die Referenzfolie (SiH 0) liegen die Kontaktwinkel  bei 112° (sessile
drop) bzw. 81° (captive bubble). Die Differenz von 31° ist dabei um 10° größer als für die
SiH 50-Folie. Hier beträgt der Unterschied bei den gemessenen Kontaktwinkeln von 99°
(sessile drop) und 78° (captive bubble) nur 21°. Die geringere Abweichung rührt von der
besseren Benetzbarkeit der SiH 50-Folie im sessile drop Modus her. Die Folie SiH 100
entspricht mit einem Kontaktwinkel von 114° nach der sessile drop Methode in ihrem
Verhalten der Referenzfolie. Mit einem Kontaktwinkel von 58° in der captive bubble
Methode wird bei der SiH 100 Folie die größte Benetzbarkeit in Wasser festgestellt.
Die Messungen zeigen, daß eine Reorganisation der Oberfläche in Abhängigkeit vom
umgebenden Medium stattfindet. Das Ausmaß der Reorganisation, die sich in der
Abweichung der Kontaktwinkel nach Messung mittels der sessile drop- und captive bubble-
Methode ergeben, ist bei der SiH 100-Folie am größten. Erklärt werden kann dieses Verhalten
durch zwei sich kumulativ überlagernde Phänomene. Zum einen sinkt die Rotationsbarriere
der Siloxanketten mit steigender Substitution von Methylgruppen durch Wasserstoff. Dadurch
wird eine Anpassung der Oberflächeneigenschaften an das umgebende Medium erleichtert.
Das Verhalten der SiH 50-Folie sollte dementsprechend zwischen der SiH 0 und der SiH 100-
Folie liegen. Der Unterschied von 21° spricht jedoch für den geringsten Einfluß des Mediums
auf die Oberfläche. Bei der SiH 50-Folie erfolgt eine Behinderung der Rotation durch die
kürzere Kettenlänge des Vernetzers Komponente B (15-20 Wiederholungseinheiten) im
Vergleich zu Komponente C (32-36 Wiederholungseinheiten). Dadurch wird in der SiH 50-
Folie eine rigidere Struktur bewirkt, die der Reorganisation entgegenwirkt (vgl. Kapitel
3.1.1.1).
Zum anderen steigt die Hydrophilie des Vernetzers mit steigendem Silangruppengehalt.
Dieses Verhalten ist analog den Eigenschaften der Monosilane, deren Hydrophilie vom
Tetramethylsilan (Si(CH3)4) zum Tetrahydrosilan (SiH4) zunimmt.66
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Bei der SiH 100-Folie kommen beide Einflüsse zum Tragen. Bei Messungen nach der sessile
drop Methode können die hydrophoben Bestandteile der Polymerketten durch die sinkende
Rotationsbarriere leicht an die Oberfläche wandern, so daß der Kontaktwinkel dem der
Referenzfolie entspricht. In Wasser (captive bubble) hingegen können die hydrophileren
Methylhydrosiloxan- Wiederholungseinheiten leicht an die Oberfläche wandern. Da diese
durch den höheren Anteil im Vernetzer vor der Vulkanisation auch im Polymer häufiger
vorkommen, erfolgt eine deutliche Hydrophilierung der Oberfläche.
3.1.1.5 Chemische Zusammensetzung
Die Elementzusammensetzung der Oberfläche der Polymere wird mittels XPS bestimmt. Die
Informationstiefe ist dabei zunächst abhängig von der kinetischen Energie der eingestrahlten
Röntgenquanten. Deren Energie (h.ν) ist mit 1486,6 eV bekannt und bewirkt in Abhängigkeit
von der Austrittsarbeit (φs) und der Bindungsenergie (BE) gemäß Gl. (3) eine kinetische
Energie von etwa 100 bis 1200 eV für die emittierten Elektronen.
Ekin = h.ν - BE - φs (3)
Diese kinetischen Energien entsprechen einer mittleren freien Weglänge im Vakuum von 0,6
bis 3,5 nm.100 Die Informationstiefe ist die Tiefe, aus der 99 % der detektierten Elektronen
stammen.101 Dieser Anteil ist bei einer Tiefe, die der dreifachen mittleren freien Weglänge
entspricht, also etwa 1,8 bis 10,5 nm, erreicht. Allerdings gilt die Aussage in dieser Form nur
Metalle. Bei Polymeren, die eine geringere Elektronendichte aufweisen, erhöht sich die
Informationstiefe auf etwa 10 nm.103
Diese Informationstiefe ist allerdings auch nur zu erreichen, wenn der Winkel (α) der
Elektronensammellinse zur Probennormale 0° beträgt. Im vorliegenden Fall steht die
Elektronensammellinse in einem Winkel α von 55° zur Probennormale. Daraus ergibt sich
gemäß Gl. (4)
d = 3.λ.cos α (4)
die Informationstiefe (d) aus der mittleren freien Weglänge (λ) und dem Winkel α zu 5,7 nm.
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Bei rauhen Oberfläche kann der Winkel α zwischen der Elektronensammellinse und
Probennormale Werte zwischen 0° und 90° annehmen, und so können Informationstiefen von
0 bis 10 nm realisiert werden. Bei den vorliegenden sehr glatten Oberflächen (vgl. Kapitel
3.1.1.2) kann mit einem konstanten Wert von 5,7 nm gearbeitet werden.
Betrachtet man die Wiederholungseinheiten des Poly(dimethylsiloxans) -[O-Si(CH3)2]-, so
ergibt sich  stöchiometrisch eine Zusammensetzung von 50 Atom% Kohlenstoff, 25 Atom%
Sauerstoff und 25 Atom% Silicium für das reine Polymer. Wasserstoff und Helium sind mit
der XPS wegen ihres kleinen Sensitivitätsfaktors, der ungefähr um den Faktor 104 niedriger
liegt als bei allen anderen Elementen, nicht nachweisbar und werden deshalb nicht
berücksichtigt. In Tab. 3.1 sind die Meßwerte der Folien SiH 0, SiH 50 und SiH100
gegenübergestellt.
Tab. 3.1: Vergleich der mittels XPS bestimmten Elementzusammensetzung von
Siliconfolien, die mit unterschiedlichen Vernetzern hergestellt wurden. Die
Abnahme des Kohlenstoffanteils entspricht einem steigenden
Silangruppengehalt.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies SiH 0 SiH 50 SiH 100
Kohlenstoff C1s 50,4 45,6 43,1
C-H, C-C 285,0 50,4 45,6 41,5
C-F 292,8 -- -- 1,6
Sauerstoff O1s 532,6 25,1 28,1 29,0
Silicium Si2p 102,6 24,5 26,3 23,9
Fluor F1s 709,7 -- -- 4,0
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Die Meßwerte der nicht funktionalisierten SiH 0-Folie in Atom% entsprechen der
stöchiometrischen Zusammensetzung des reinen Poly(dimethylsiloxan). Silicium wird zu 24,5
Atom%, Sauerstoff zu 25,1 Atom% und Kohlenstoff zu 50,4 Atom% bestimmt. Diese
Übereinstimmung ist ein Maß für die Qualität und Reinheit der im Labor hergestellten Folien
und ermöglicht die Messung von geringen Veränderungen der Oberflächenzusammensetzung.
Bei der SiH 50-Folie liegt der Kohlenstoffanteil nach der Vulkanisation mit 45,6 % um 4,3 %
unter dem Referenzwert, wogegen der Siliciumanteil weitgehend konstant bleibt und der
Sauerstoffanteil sich auf 28,1 Atom% erhöht.
Bei der SiH 100-Folie, die auf einer Teflonoberfläche gegossen werden, findet eine Diffusion
niedermolekularen Polytetrafluorethylens in die Folie statt. Daher werden 4,0 Atom% Fluor
im Übersichtsspektrum und im hochaufgelösten Kohlenstoffspektrum ein Anteil von Fluor
gebundenem Kohlenstoff von 1,6 Atom% gemessen. Um exakte Aussagen über die
Zusammensetzung der SiH 100-Folie machen zu können, muß diese Verunreinigungen aus
dem Spektrum herausgerechnet werden. Dazu wird eine Teflonkorrektur vorgenommen, bei
der für jedes gemessene Prozent Fluor ein halbes Prozent Kohlenstoff abgezogen wird
(Wiederholungseinheit: -[CF2]-). Anschließend wird auf 100 normiert, und man erhält so die
Zusammensetzung der Folie ohne Verunreinigung. Die Genauigkeit dieser Korrektur ist von
der Güte des Fluorsignals, insbesondere dem Verhältnis Signal zu Grundrauschen und der
Halbwertsbreite des Signals abhängig. Die korrigierten Werte der SiH 100-Foile nach der
Normierung werden in Tab. 3.2 mit den Meßwerten verglichen.
Tab. 3.2: Vergleich der Elementzusammensetzung der Oberfläche einer SiH 100-Folie
nach Abzug der Teflonverunreinigung und Normierung auf 100% im Vergleich
zu den Meßwerten.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung SiH 100-Folie
in Atom%
Spezies Meßwerte Korrigierte Werte
Kohlenstoff C1s 285,0 43,1 41,5
Sauerstoff O1s 532,6 29,0 32,1
Silicium Si2p 102,6 23,9 26,4
Rest 4,0
(F)
--
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Durch die Teflonkorrektur erhält man für die SiH-100-Folie eine Abweichung von 8,5
Atom% Kohlenstoff vom idealen Verhältnis des Poly(dimethlysiloxan). Der Siliciumgehalt
der Folie ist im Rahmen der Meßgenauigkeit identisch mit dem Gehalt der SiH 50-Folie. Der
Sauerstoffgehalt erhöht sich auf 32,1 Atom%.
Eine Quantifizierung der Silangruppen kann mittels XPS nur indirekt erfolgen, da Wasserstoff
in der Messung nicht erfaßt wird. Dieser indirekte Nachweis wird über folgendes
Gedankenmodell geführt: Die gemessene Zusammensetzung der SiH 0-Folie entspricht den
theoretischen Werten. Mit steigendem Anteil von Methylhydrosiloxan
Wiederholungseinheiten nimmt der Kohlenstoffgehalt ab, weil eine zunehmende Zahl von
Methylgruppen durch Wasserstoff ersetzt wird. Durch die stöchiometrischen Verhältnisse von
Basispolymer zu Vernetzer und die daraus resultierende Zahl von eingeführten
Methylhydrosiloxan-Wiederholungseinheiten läßt sich die zu erwartende
Elementzusammensetzung errechnen. Für die SiH 50-Folie ergibt sich rechnerisch eine
Elementzusammensetzung von C: 46,8 Atom%, Si: 26,6 Atom% und O: 26,6 Atom%. Die
gemessenen Werte (vgl. Tab. 3.1) stimmen im Rahmen der Meßgenauigkeit mit den
errechneten Werten überein. Bei der SiH 100-Folie ergibt die rechnerische
Elementzusammensetzung C: 43,8 Atom%, Si: 28,1 Atom% und O: 28,1 Atom%. Der
gemessene Kohlenstoffgehalt liegt um 2,3 Atom% niedriger, der Sauerstoffgehalt um 4,0
Atom% höher als die errechneten Werte. Ursache für die Abweichung des Kohlenstoffgehalts
ist möglicherweise die oben erwähnte Unsicherheit der Fluorkorrektur. Die theoretische
Betrachtung und die Übereinstimmung der rechnerischen Werte mit den Meßwerten beweisen
die erfolgreiche Einführung von SiH Funktionen. Aus dem Verhältnis Basispolymer zu
Vernetzer läßt sich ebenfalls die Konzentration an Silangruppen pro Gramm Folie berechnen.
Diese ergeben sich für die SiH 50-Folie zu 78 µmol/g und für die SiH 100-Folie zu 150
µmol/g silanfunktionalisierte Wiederholungseinheiten.
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3.1.1.6 Nachweis der Silanfunktionen durch Infrarotspektroskopie
Der direkte Nachweis der Silanfunktionen erfolgt durch Infrarot-Spektroskopie mit der
Technik der abgeschwächten Totalreflektion (Attenuated Total Reflection, ATR-IR). Bei
dieser Methode werden die planen Proben auf einen Einkristall (optisch dichtes Medium)
gepreßt, der als Lichtleiter dient. Infrarotlicht, das in einem Winkel oberhalb des
Grenzwinkels der Totalreflexion auf die Grenzfläche Kristall/Probe fällt, tritt mit den
oberflächennahen Bereichen der Probe in Wechselwirkung und erfährt einen für die Probe
charakteristischen, wellenzahlabhängigen Intensitätsverlust. Die Eindringtiefe
(Informationstiefe) der IR-Strahlung nimmt mit zunehmendem Brechungsindex des Kristalls
und Einfallswinkel der Strahlung ab. Sie steigt mit zunehmender Wellenzahl des
eingestrahlten Lichtes. In dieser Arbeit wird ein Ge-Kristall verwendet, für den die
Informationstiefe im relevanten Wellenlängenbereich 0,2-0,6 µm beträgt.
Die charakteristische Bande für die Valenzschwingung der Si-H Bindung findet sich im
Bereich zwischen 2250–2090 cm-1.75 Die Spektren der drei Siliconfolien sind in Abb. 3.8
vergleichend dargestellt. Die dargestellten Spektren wurden auf die sehr intensitätsstarke
rocking-Schwingung der Si-CH3-Bindung bei 797 cm-1 normiert.
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Abb. 3.8: Vergleichende Darstellung der ATR-IR Spektren dreier silanfunktionalisierter
Folien SiH 100 (1), SiH 50 (2) und SiH 0 (3) dargestellt. Die Lage der Si-H
Valenzschwingung bei 2168 cm-1 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
Durch den Vergleich der Spektren 1 und 2 mit dem Referenzspektrum 3 in Abb. 3.8 erkennt
man die neu auftretende Bande bei 2168 cm-1, die der Si-H Valenz der Silanfunktion
zugeordnet wird. Die Intensität der Bande steigt erwartungsgemäß mit steigendem
Methylhydrosiloxangehalt des Vernetzers an. Die charakteristischen Banden der in Abb. 3.8
gezeigten Spektren sind in Tab. 3.3 aufgeführt und den entsprechenden Schwingungen
zugeordnet.
ν-(Si-H)
1
2
3
Wellenzahl in cm-1
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Tab. 3.3: Übersicht über die charakteristischen Banden der verwendeten Siliconfolien
und ihre Zuordnung. Die kursiv gedruckten Banden finden sich nur in Folien,
die mit silangruppenhaltigen Vernetzern hergestellt wurden.
Wellenzahl
in cm-1
Schwingungsart
und Gruppe
Intensität Wellenzahl
in cm-1
Schwingungsart
und Gruppe
Intensität
2963 ν-(CH) schwach 1076 δ-(Si-O-Si) Stark
2168 ν-(Si-H) schwach 1019 δ-(Si-O-Si) Stark
1411 δ-(CH3) schwach 843 γ-(Si-H) Mittel
1260 ν-(Si-C) mittel 797 δ-(Si-CH3) rock. sehr stark
Die bei der Silangruppe auftretende rocking-Schwingung bei 985 – 800 cm-1 kann aufgrund
der geringen Intensität und von Überlagerungen nicht sicher zugeordnet werden.
Die Valenzschwingung der Si-H Bindung ist in Tab. 3.3 als intensitätsschwach angegeben,
obwohl sie normalerweise eine hohe Intensität aufweist. Der Grund hierfür liegt in dem
verhältnismäßig geringen Anteil der silangruppenhaltigen Wiederholungseinheiten im
Polymer. Bei der Folienherstellung wird der Vernetzer mit nur 10 Gew% eingesetzt. Ein Teil
der Silangruppen reagiert bereits während der Vulkanisation. Dadurch ist die relative
Intensität der Si-H Valenzschwingung geringer als beispielsweise die der mittelintensiven Si-
C Valenzschwingung. Die höhere Intensität der Si-H Valenzschwingung bei der SiH 100-
Folie beruht auf der etwa doppelt so hohen Konzentration von Methylhydrosiloxan-
Wiederholungseinheiten im Vergleich zur SiH 50-Folie und bestätigt die durch XPS indirekt
bestimmte höhere Funktionalisierung.
Für die Kopplungsexperimente wird die Folie SiH 100 wegen des größten Anteils an freien
Silanfunktionen ausgewählt.
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3.2 Eigenschaften und Modifizierung der Glas-Modelloberflächen
Glas ist eine unterkühlte Schmelze, die zwar eine Nah- aber keine gerichtete Fernordnung
aufweist. Die Struktur wird vereinfacht durch die Netzwerkhypothese von Zachariasen
beschrieben.76 In dem kristallinen Quarz bilden die [SiO4]-Tetraeder ein Gitter, bei dem die
einzelnen Tetraeder über die Sauerstoffatome an den Tetraederecken verbunden sind. In der
amorphen Schmelze hingegen bildet sich diese Struktur nicht aus, und so wird nicht jede Ecke
eines [SiO4] Tetraeders zum Aufbau der Struktur eingesetzt. Es entsteht ein ungeordnetes
Netzwerk aus lose verknüpften Tetraedern. Technischen Gläsern werden Alkali-, Erdalkali-
oder Nebengruppenelemente als sogenannte Netzwerkbildner zugesetzt, die nicht verbrückte
Tetraederecken einnehmen und so die Eigenschaften des Glases beeinflussen (Erniedrigung
des Schmelzpunktes, Korrosionsbeständigkeit oder Färbung).77
Zusätze, wie die erwähnten Netzwerkbildner, erhöhen die Toxizität des ansonsten
ausgezeichnet bioverträglichen Glases. Untersuchungen zum Abbauverhalten von großen und
kleineren Quarzglaskörpern (feine Fasern, <1µm Durchmesser, die über die Atemwege
aufgenommen werden können) in einer strömenden Lösung zeigen einen schnellen Abbau
ohne schädliche Produkte. Die in der Studie gefundenen hohen Auflösungsgeschwindigkeiten
sind auf die biologisch aktiven Bestandteile der verwendeten Modellkörperflüssigkeiten (z.B.
Lungenflüssigkeit) zurückzuführen.78
In schwach sauren und neutralen wäßrigen Lösungen zeichnet sich Quarzglas durch eine hohe
Beständigkeit aus. Zwar findet eine Hydrolyse der Silicium-Sauerstoffbindungen statt, jedoch
erfolgt diese mit einer so geringen Geschwindigkeit, daß man Quarzglas als inert gegen
schwach saure und neutrale wässrige Lösungen betrachtet. In alkalischen Lösungen, in denen
die Hydroxidionen die Spaltung der Silicium-Sauerstoffbrücken beschleunigen, findet ein
meßbarer Abtrag innerhalb weniger Stunden statt.79
Verwendet werden die Glasträger als Modelloberfläche für die Immobilisierung der
Inhibitorderivate, da sie gegenüber Silicon eine Reihe von Vorteilen besitzen, insbesondere
das Fehlen von Migrationsphänomenen, die leichte Handhabbarkeit und die einfache
Modifizierbarkeit der Oberfläche mit einer breiten Palette von Reagenzien.
Die für die Kopplungen verwendeten Glassubstrate (Objektträger aus der Mikroskopie)
werden vor der Modifizierung durch gründliches Spülen mit Dichlormethan und Hexan und
anschließend im Ultraschallbad mit Hexan gereinigt. Nach der Reinigung werden die Träger
direkt modifiziert, gereinigt und in staubfreien Tüchern unter Argonatmosphäre oder im
Vakuum aufbewahrt.
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Die Funktionalisierung der Oberfläche mit Silangruppen erfolgt innerhalb von 30 min in
Chloroform mit Chlordimethylhydrosilan gemäß Gl. (5).
Si OH Si O Si
CH3
CH3
HSi
CH3
CH3
HCl+ + HCl (5)
Bei der Silylierung reagieren Si-OH Gruppen der Glasoberfläche mit dem
Silanisierungsreagenz Chlordimethylsilan unter Hydrochloridabspaltung zu einem Silylether.
Die Analytik der Träger wird mit oberflächensensitiven Methoden durchgeführt, um
Änderungen durch Silanisierung oder Kopplung erfassen zu können. Es werden
Weißlichtinterferometrie, XPS und Kontaktwinkelmessungen herangezogen.
Infrarotspektroskopische Untersuchungen führen wegen der hohen Eigenabsorption des
Glases bei Wellenzahlen ab 1400 cm-1 zu keinen verwertbaren Ergebnissen.
3.2.1 Topographie und Benetzbarkeit der Glasoberfläche vor und nach der
Silanisierung
Die verwendeten Objektträger zeichnen sich aufgrund ihres Einsatzgebietes als optisches Glas
erwartungsgemäß durch eine extrem glatte Oberfläche aus. Nach der Reinigung liegt die
mittlere Rauhigkeit (Rq) der Träger zwischen 0,7 und 1,6 nm. Die Werte stellen das Intervall
dar, in dem die meisten Meßwerte aus einer Anzahl von Einzelmessungen (n=7-10) lagen.
Dieser Wert ändert sich auch durch Silanisierung nicht, er liegt bei weniger als 1 nm. Der
Strukturfaktor schwankt zwischen einem Wert von 1,00001 und 1,00002, das heißt, daß die
Oberfläche dem Produkt der gemessenen Kantenlängen entspricht.
Neben der leichten Funktionalisierbarkeit war ein wichtiges Kriterium für die Auswahl von
Glas als Modelloberfläche das Ausbleiben von Migrationseffekten. Die Messung der
Kontaktwinkel bei unbehandelten und silanisierten Trägern bestätigt dies (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Vergleich der Kontaktwinkel von unmodifizierten und mit
Chlordimethylhydrosilan silanisierten Glasträgern nach der sessile drop- und
captive bubble-Methode.
Die Glasoberfläche ist mit einem Kontaktwinkel von 31° bzw. 35° beim unmodifizierten
Träger verglichen mit den Siliconoberflächen signifikant hydrophiler. Die Silylierung führt zu
einem Anstieg der Kontaktwinkel auf Werte von 50° bzw. 44° bedingt durch das Einführen
von Methylgruppen, so daß deren Benetzbarkeit in wäßrigen Lösungen mit der verwendeten
Siliconfolie SiH 100 (58°) vergleichbar ist. Der Unterschied der gemessenen Kontaktwinkel
nach den beiden Meßmethoden (sessile drop und captive bubble) liegt bei 4° für die
unmodifizierte und 6° für die silanisierte Oberfläche, also im Rahmen der Meßgenauigkeit. Es
liegen also keine Migrationsphänomene vor.
3.2.2 Zusammensetzung der Oberfläche vor und nach der Silanisierung
Wesentlich aussagekräftiger für das Ergebnis der Silanisierung als die Morphologie oder die
Benetzbarkeit der Oberfläche ist die Änderung der Oberflächenzusammensetzung. Die
Ergebnisse der XPS-Messungen an der unmodifizierten und silanisierten Oberfläche sind in
Tab. 3.4 gegenübergestellt.
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Tab. 3.4: Mittels XPS ermittelte Elementzusammensetzung der Oberfläche der
gereinigten, unmodifizierten (Referenz) und der silanisierten Glasträger in
Atom%.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies Glas (Referenz) Glas (Silanisiert)
Kohlenstoff C1s 285,0 32,1 37,2
Sauerstoff O1s 531,5 38,1 38,1
Silicium Si2p 102,9 19,3 --
Silicium Si2p 102,4 -- 18,5
Rest 10,5
(Na, Mg, F)
6,2
(Na, Mg, Ca)
Bei der Referenzprobe wird mit 32,1 Atom% ein großer Anteil von Kohlenstoff gemessen,
der auf eine Belegung der Oberfläche mit Kohlenwasserstoffen aus der Luft zurückgeführt
wird. Die in der Referenz gemessenen Anteile an Silicium und Sauerstoff von 19,3 Atom%
bzw. 38,1 Atom% entsprechen genau dem Verhältnis 1:2, das im Quarzglas erwartet wird.
Darüberhinaus werden verschiedene anorganische Netzwerkbildner mit einem Anteil von
insgesamt 10,5 Atom% gefunden. Nach der Silanisierung steigt der Anteil des Kohlenstoffs
auf 37,2 Atom% zu Lasten des Siliciums leicht an. Beim Silicium findet obendrein noch eine
Verlagerung des Maximums der Bindungsenergie statt. Durch die Kopplung des
Dimethylsilanrestes werden kohlenstoffgebundene Siliciumspezies eingeführt, deren
Bindungsenergie mit 102,5 eV um 1 eV niedriger liegt als die der sauerstoffgebundenen
Siliciumspezies. Da die Signale nicht vollständig aufgelöst werden können, wird zum einen
die Halbwertsbreite des Signals größer, und zum anderen verschiebt sich das Maximum des
Signals um -0,5 eV. Der Sauerstoffgehalt bleibt konstant, und erwartungsgemäß sinkt der
Anteil der  anorganischen Netzwerkbildner durch die Silanisierung ab.
Die Änderung der Oberflächenzusammensetzung und die Änderung des Kontaktwinkels
beweisen die Modifizierung der Oberfläche und damit die erfolgreiche Einführung von
Silangruppen.
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3.3 Kopplung von Modellsubstanzen an Silicon- und Glasträger
Kovalente Kopplungen von Molekülen an Oberflächen erfolgen allgemein über stark reaktive
funktionelle Gruppen. Die Kopplung der synthetisierten Derivate des Inhibitors GS 4071 an
die Trägeroberfläche kann aufgrund der Struktur des inhibitorischen Kopfes nicht mit den
gängigen Kopplungsreagenzien, wie zum Beispiel Aktivestern oder Isocyanaten, erfolgen.
Beim Einsatz dieser Reagenzien könnten Nebenreaktionen mit der Aminogruppe in 5-
Stellung am Cyclohexen nicht ausgeschlossen werden, bei der die Bindungsfähigkeit des
inhibitorischen Kopfes zerstört würde.
In der Chromatographie findet zur Herstellung von speziellen Festphasen eine Kopplung
durch Hydrosilylierung Verwendung, deren Verlauf in Gl. (6) dargestellt ist.
O
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(6)
Bei der Hydrosilylierung reagiert eine Silangruppe mit einer endständigen Doppelbindung.80
Diese Additionsreaktion wird, ebenso wie analoge Vulkanisierungsreaktion bei Siliconfolien,
durch einen Platinkomplex (Bis(divinyltetramethyldisiloxan)Platin(0)) katalysiert.  Bei der
Kopplung wird zunächst ein Komplex aus Oberfläche, Katalysator und Substrat gebildet. Der
entstehende  Komplex kann, je nach Substrat, recht groß sein und so ist es möglich, daß sich
der sterisch sehr anspruchsvolle Komplex nur schlecht bildet. Daher ist im allgemeinen die
Komplexbildung der ausbeutebestimmende Schritt der Kopplungsreaktion.81 Durch die
Reaktion entsteht eine Silicium-Kohlenstoffbindung, die hydrolysebeständiger ist als Si-O-C-
Brücken, wie sie bei der Alkoholyse von Siliciumhalogeniden und Alkoholen entstehen.48
Nebenreaktionen mit Aminen oder anderen Strukturmerkmalen des Inhibitors sind bei dieser
Reaktion ausgeschlossen.
Bevor jedoch die aufwendig herzustellenden Inhibitorderivate an die beiden Trägermaterialien
gekoppelt werden, sollen mit einfacheren Modellsubstanzen die Reaktionsbedingungen
eingestellt und die analytische Vorgehensweise etabliert werden. Die eingesetzten
Modellsubstanzen sind in den Formeln 3-I bis 3-III dargestellt.
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Es handelt sich dabei zunächst um zwei α-Azidoessigsäureester der beiden 3-Alkohole (Sp.
2.2.2 und Sp. 3.2.2), die als C-9- und C-13-Azidsonde bezeichnet werden. Durch die beiden
Substanzen wird zum einem überprüft, ob die Azidfunktion bei der Kopplungsreaktion
geschädigt wird. Zum anderen wird untersucht, ob die jeweilige Substanz in einer für einen
Nachweis im ATR-IR ausreichenden Menge gekoppelt wird. Die Valenzschwingung der
Azidogruppe bei 2106 cm-1, die bei allen Modellsubstanzen vorhanden ist, kann dann als
Nachweissystem fungieren.
Darüber hinaus wird mit Ro-69-4544 (Sp. 2.4.1) ein Derivat eingesetzt, das von der Firma
Roche aus einer Zwischenstufe des technischen Prozesses zur Herstellung von GS 4071
hergestellt wird. Die Verbindung entspricht in wesentlichen Strukturmerkmalen den
Inhibitorderivaten. Im Unterschied zu den Inhibitorderivaten ist beim Ro 69-4544 der Spacer
an den Carboxylrest in 1-Stellung gebunden. In 3-Stellung befindet sich analog zum GS 4071
der 3-Pentyloxyrest. Darüber hinaus finden sich die Azidogruppe und das Acetamid in der
korrekten 5- bzw- 4-Stellung am Cyclohexen. Dieses Derivat dient zur genaueren Einstellung
der Kopplungsbedingungen, sowie zur Überprüfung der Frage, ob keine funktionelle Gruppe
des Cyclohexenringes eine Nebenreaktion während der Kopplung eingeht, und zur
Etablierung der Analytik.
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3.3.1 Kopplung der Azidsonden und von Ro 69-4544 (Sp. 2.4.1) an Siliconoberflächen
Ziel der Kopplung der Modellsubstanzen ist das Einstellen der Reaktionsbedingungen und das
Etablieren der verschiedenen, analytischen Methoden und ihrer Auswertung zur späteren
Übertragung auf die zu koppelnden Inhibitorderivate.
Die Kopplung erfolgt für alle Substanzen unter Argonatmosphäre, in ausgeheizten
Glasgefäßen und in absolutem Toluol. Pro Quadratzentimeter Oberfläche werden 3 mg des
Kopplungsreagenzes und 10 µl der Platinkatalysatorlösung eingesetzt. Die Ansätze werden 2
Tage bei 90 °C gerührt, wobei der Argonstrom nach dem Einstellen der Reaktionstemperatur
abgestellt wird. Nach der Reaktion erfolgt die Reinigung der Folien nacheinander mit Toluol,
Ethanol und Wasser. Schließlich werden die Folien getrocknet und unter Argonatmosphäre
aufbewahrt. Wenn die Lösungsmittel oder Glasgeräte nicht vollständig getrocknet sind,
scheiden sich geringe Mengen elementaren Platins aus dem Katalysator an der Oberfläche der
Folien ab und führen zu einer leichten Braunfärbung der Folien. Dieser Prozeß hat keinen
Einfluß auf den Erfolg der Kopplung.
Um eine Verfälschung der analytischen Ergebnisse durch adsorptive Bindung im Verlaufe der
Reaktion auszuschließen, wird im gleichen Ansatz eine Siliconfolie ohne freie
Silanfunktionen eingesetzt. Da diese im Anschluß an die Umsetzung und Aufarbeitung keinen
mittels XPS nachweisbaren Stickstoff an der Oberfläche enthält, wird eine unspezifische
Bindung an die Oberfläche ausgeschlossen.
Der Nachweis der Kopplung gelingt mittels ATR-IR-Spektroskopie über die Detektion der
eingeführten Azidgruppen, die eine starke Valenzschwingungsbande bei etwa 2100 cm-1
aufweisen.58 In Abb. 3.10 ist der Ausschnitt aus einem ATR-IR-Spektrum einer Siliconfolie
mit gekoppelter C-13  Azidsonde (Sp. 2.2.2) im Bereich von 1500 bis 3000 cm-1 gezeigt.
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Abb. 3.10: Ausschnitt aus einem ATR-IR-Spektrum einer SiH 100-Folie mit gekoppelter
Azidsonde (Sp 2.2.2). Gekennzeichnet sind die Valenzschwingungen der
Silangruppe der Folie sowie die Valenzschwingung der Azidgruppe und der
Carbonylfunktion.
Die Valenzschwingung der Azidgruppe liegt bei 2106 cm-1, die der Carbonylgruppe des α-
Azido-essigsäureesters bei 1740 cm-1. Beide Schwingungen sind ebenso wie die
Silanvalenzschwingung der Folie in Abb. 3.10 mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Auftreten der
beiden Banden beweist die erfolgreiche Kopplung.
Die schwache Intensität der Valenzschwingungen der Azido- und der Carbonylgruppe erklärt
sich aus der hohen Informationstiefe der ATR-IR Spektroskopie. Die Messung erfolgt bis in
eine Tiefe von etwa 0,6 µm, wogegen die Modifizierungen nur an der Oberfläche erfolgen
und so nur in einem kleinen Teil des untersuchten Informationsvolumen enthalten sind.
Im Spektrum des Ro 69-4544 ist nur die Valenzschwingung der Silangruppe zu finden. Das
deutet auf eine niedrigere Kopplungseffizienz hin, die vermutlich in der höheren Polarität von
Ro 69-4544 im Vergleich zur wasserunlöslichen Azidsonde und dem verhältnismäßig
hydrophoben Träger Silicon begründet liegt.
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Der Nachweis der gebundenen Azidsonden (Sp. 2.2.2 und Sp. 3.2.2) und des Ro 69-4544 (Sp.
2.4.1) gelingt auf beiden Oberflächen über die Detektion von Stickstoff mittels XPS. Tab. 3.5
zeigt die Elementzusammensetzungen der modifizierten Siliconfolien im Vergleich zur
Referenzfolie.
Tab. 3.5: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung der Oberflächen von SiH
100-Folien mit gekoppelten Modelsubstanzen im Vergleich zu den Werten der
Folie vor der Umsetzung.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies SiH 100* SiH 100*
Sp. 2.2.2
SiH 100
Sp. 3.2.2
SiH 100
Sp. 2.4.1
Kohlenstoff C1s 41,5 56,0 54,7 52,5
C-H, C-C 285,0 41,5 47,8 47,3 46,0
C-O/C-N 286,4 -- 6,8 5,7 6,5
C=O 289,3 -- 1,4 1,7 --
Sauerstoff O1s 532,6 32,1 22,8 22,9 23,1
Silicium Si2p 103,5 26,4 20,1 21,4 23,2
Stickstoff N1s 399,8 -- 1,1 1,0 1,0
* Bei diesen Meßwerten wurde eine Teflonkorrektur vorgenommen
Für die gekoppelten Azidsonden (Sp. 2.2.2 und Sp. 3.2.2) wird eine Erhöhung des
Kohlenstoffgehaltes auf 56,0 Atom% bei Sp. 2.2.2 und auf 54,7 Atom% für Sp. 3.2.2
gemessen. Der Anteil des aliphatischen Kohlenstoffs erhöht sich um 6,3 bzw. 5,8 Atom%.
Dabei erhöht sich der Anteil des aliphatischen Kohlenstoffs bei der Oberfläche mit
gekoppeltem Sp. 2.2.2 aufgrund der längeren Alkylkette stärker als bei der Oberfläche mit
gekoppeltem Sp. 3.2.2. Zusätzlich tritt nach beiden Kopplungen im hochaufgelösten
Kohlenstoffspektrum ein Signal für die in den Azidsonden enthaltenen einfach und doppelt an
Sauerstoff gebundenen Kohlenstoffspezies auf. Sowohl der Sauerstoff- als auch der
Siliciumanteil sinkt aufgrund der Kopplung deutlich ab. Der gemessene Stickstoffgehalt liegt
für beide Kopplungen bei 1 Atom%.
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Beim gekoppelten Inhibitoranalogon Ro 69-4544 (Sp. 2.4.1) steigt der
Gesamtkohlenstoffanteil von 41,5 auf 52,2 Atom% an. Der Anteil des aliphatischen
Kohlenstoffs erhöht sich um 4,5 auf 46 Atom%. Analog zu den gekoppelten Azidsonden wird
ein Anteil von 6,5 Atom% Kohlenstoff gefunden, der einfach mit Sauerstoff oder Stickstoff
verknüpft ist. Das erwartete Signal für den Carboxylatkohlenstoff läßt sich im Spektrum nicht
auflösen. Der Grund hierfür ist der geringe Anteil dieser Spezies im Molekül und die daraus
resultierende geringe Intensität des Signals. Aufgrund der erfolgreichen Kopplung des Ro 69-
4544 und seiner Zusammensetzung nimmt der Anteil von Silicium und Sauerstoff um 3,2
bzw. 9,0 Atom% ab.
Die Erhöhung des Gesamtkohlenstoffgehaltes liegt im Vergleich zu den Azidsonden mit 52,5
Atom% beim Ro 69-4544 etwas niedriger. Da das Verhältnis Kohlenstoff zu Stickstoff bei Ro
69-4544 größer ist als bei den beiden Azidsonden, wird wegen der geringeren Zunahme des
Gesamtkohlenstoffgehalts auch ein geringerer Anstieg des Stickstoffanteils erwartet. Der
Wert ist zwar mit 1,0 Atom% identisch mit den für die Azidsonden gemessenen Werte, liegt
jedoch sehr nah an der Detektionsgrenze. Daraus resultiert eine Ungenauigkeit bei der
Integration, die zu einem scheinbar höheren Stickstoffgehalt führt. Unterstützt wird diese
Annahme dadurch, daß es nicht möglich ist, im ATR-IR-Spektrum die Azid- oder Carbonyl-
Valenzschwingung nachzuweisen, was für eine geringere Kopplung im Vergleich zu den
Azidsonden spricht.
Auch das geringere Absinken des Siliciumgehalts im Vergleich zum Sauerstoff kann erklärt
werden. Hier kommt das Grundprinzip der Auswertung der Meßmethode zum Tragen. Die
Röntgenphotonen werden mit einer Energie von 1486,6 eV eingestrahlt und treffen auf die
Probe. Für das Herausschlagen eines Si 2p Elektrons ist je nach Bindungszustand eine
Energie von etwa 103 eV notwendig, für Sauerstoff etwa 533 eV. Die Photoelektronen des
Siliciums haben also eine kinetische Energie von ca. 1383 eV während die Elektronen des
Sauerstoffs nur eine kinetische Energie von  ca. 953 eV haben. Dies führt zu einer größeren
mittleren freien Weglänge und somit zu einer größeren Informationstiefe für das Silicium. Die
Sensitivitätsfaktoren, mit deren Hilfe die gemessenen Photoelektronen (counts) in
Atomprozente umgerechnet werden, sind nur für homogene Informationsvolumina definiert.
Bei inhomogenen Schichten hingegen, wie sie bei solchen Oberflächenkopplungen vorliegen,
ist die Auswertung fehlerbehaftet. Es kommt zu einer falschen Berechnung der
Elementkonzentrationen aus den counts und den empirischen Sensitivitätsfaktoren. Dadurch
wird das Silicium im Vergleich zum Sauerstoff quantitativ überbewertet.
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Ein direkter Beweis für die Einführung der Azidofunktion kann mittels XPS nicht erbracht
werden, da sich die Bindungsenergie für kovalente Azide (ionische Azide wie im Natriumazid
sind durch die höhere Bindungsenergie von 403,7 eV meßbar) nicht von der der Amine
unterscheidet.82
3.3.2 Kopplung von Ro 69-4544 an silanisierte Glasoberflächen
Die Modellsubstanz Ro 69-4544, ein in seiner Struktur Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2 sehr ähnliches
Molekül, kann unter denselben Bedingungen wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben auch an eine
Glasoberfläche erfolgreich gekoppelt werden.
Ebenso wie bei den Siliconoberflächen erfolgt die Kopplung durch eine platinkatalysierte
Hydrosilylierung in Toluol. Der Nachweis der Kopplung beschränkt sich auf die XPS, da die
IR-Analytik wegen der hohen Eigenabsorption des Glases im Bereich über 1400 cm-1
unbrauchbar ist.
Die durch XPS-Messung ermittelte Elementzusammensetzung der Oberfläche nach der
Kopplung ist in Tab. 3.6 aufgeführt. Als Vergleich ist die Zusammensetzung des silylierten
Glasträgers vor der Kopplung angegeben.
Tab. 3.6: Elementzusammensetzung der Oberfläche eines silylierten und eines mit Ro
69-4544 gekoppelten Glasträgers in Atom%
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies Glas (silanisiert) Glas (Ro-69-4544)
Kohlenstoff C1s 37,2 43,6
C-H, C-C 285,0 30,0 24,0
C-O/C-N 286,5 5,2 17,3
O-C=O 288,5 2,0 2,3
Sauerstoff O1s 532,2 38,1 32,5
Silicium Si2p 102,6 18,5 18,1
Stickstoff N1s 399,8 -- 1,3
Rest 6,2
(Na, Mg, Ca)
4,5
(Na, F, Mg, Pt, Cl)
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Der Kohlenstoffgehalt steigt durch die Kopplung von Ro 69-4544 von 37,2 um 6,4 auf 43,6
Atom% an, während der Sauerstoffgehalt etwa um den gleichen Prozentsatz von 38,1 auf 32,5
Atom% absinkt. Der detektierte Stickstoff liegt mit 1,3 Atom% etwas höher verglichen mit
dem Ergebnis der Kopplung auf der Siliconfolie. Dies spricht für eine höhere
Kopplungseffizienz auf Glasträgern. Dabei wird nicht berücksichtigt, daß beim Silicon
gekoppelte Moleküle durch Migration in das Bulkinnere wandern können und so, trotz
erfolgreicher Kopplung, nicht von der XPS erfaßt werden. Das hochaufgelöste
Kohlenstoffspektrum zeigt eine deutliche Veränderung im Verhältnis des aliphatischen
Kohlenstoff zum sauerstoff- und stickstoffgebundenen Kohlenstoff. Der Anteil des
aliphatischen Kohlenstoffs sinkt, der Anteil der sauerstoff- oder stickstoffgebundenen Spezies
steigt deutlich an. Die Veränderungen beruhen auf der Zusammensetzung des gekoppelten
Moleküls. Durch die Kopplung sinkt ebenfalls die unspezifische Belegung der Oberfläche mit
Kohlenwasserstoffen und man erhält eine besser definierte Oberfläche im Vergleich zur
Referenz. Auch an Glasoberflächen sinkt wie bei den Siliconoberflächen der Siliciumanteil
nach Kopplung nur minimal ab. Er beträgt im Anschluß an die Kopplung 18,1 Atom% im
Vergleich zu 18,5 Atom% vor der Kopplung. Der Sauerstoffgehalt sinkt um 5,6 Atom% von
38,1 auf 32,5 Atom%. Dieses Verhalten ist analog zum Silicon und beruht auf demselben
„Fehler“ (vgl. Kapitel 3.3.1).
3.4 Kopplung von C-9 und C-13 Alkylderivaten von GS 4071 an Silicon und
Glasoberflächen
Nach der erfolgreichen Kopplung verschiedener Modellsubstanzen an Silicon und Glasträger
folgt die Kopplung der Alkylderivate des Neuraminidaseinhibitors GS 4071 unter den mit
Hilfe der Modellsubstanzen optimierten Bedingungen. Die Kopplung wird in Toluol mit einer
katalytischen Menge an Platin bei 90°C über einen Zeitraum von 48 h vorgenommen. Nach
der Kopplung werden die Träger gereinigt und unter Argonatmosphäre gelagert.
Die Kopplung kann zu zwei verschiedenen Zeitpunkten während der Synthese der
kopplungsfähigen Inhibitorderivate erfolgen zum einen, wie in Schema 3.1 am Beispiel des
C-9 Derivates gezeigt, vor (Methode A) oder nach der Aktivierung (Methode B) des
inhibitorischen Kopfes.
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Schema 3.1: Die Syntheseschritte zur Kopplung und Aktivierung der kopplungsfähigen
Alkylderivate von GS 4071 werden am Beispiel des C-9 Alkylderivates
vergleichend dargestellt. In Methode A erfolgt zunächst die Kopplung und
anschließend die Aktivierung. In Methode B wird zuerst aktiviert und dann
gekoppelt. Der Präfix C vor der Bezeichnung der Substanz steht für Coupled.
Zur Aktivierung der Derivate, die eine Bindung an das aktive Zentrum der Neuraminidase
ermöglichen, muß zunächst die Azidogruppe in 5-Stellung am Cyclohexen zum Amin
reduziert werden. Anschließend wird der Ethylester in 1-Stellung am Cyclohexen verseift.
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Für die Kopplung der Derivate an einen Glasträger kommt nur Methode B in Frage, da die
Verseifung des Esters in alkalischer, wäßriger Lösung erfolgt. Die Hydroxydionen der
Lösung spalten die gekoppelten Derivate durch die Hydrolyse der obersten Lagen der
Glasoberflächen ab, so daß keine Bindung von Neuraminidase stattfinden kann. Eine
Esterpaltung unter sauren Bedingungen scheidet aus, da ebenfalls das Acetamid gespalten und
dadurch die Bindungsfähigkeit des inhibitorischen Kopfes zerstört würde.
3.4.1 Kopplung und Aktivierung der C-9- und C-13-Alkylderivate an einen
Siliconträger nach Methode A und B
Bei Methode A erfolgt zunächst die Kopplung von Sp. 2.1.2 oder Sp. 3.1.2 an die Oberfläche.
Die Kopplungsreaktion wird unter den in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Bedingungen
durchgeführt. Die Anbindung wird mittels XPS über den Stickstoffanteil der gekoppelten
Alkylderivate nachgewiesen.
Im Anschluß an die Kopplung wird der inhibitorische Kopf der gekoppelten Inhibitorderivate
in zwei Schritten aktiviert. Dazu wird zunächst die Azidfunktion mit Triphenylphosphin zum
Amin reduziert. Während der Reaktion entsteht ein Phosphonamin, das im Anschluß an die
Reaktion hydrolytisch gespalten wird. Dieser zweite Teil der Reaktion erfolgt in Lösung
schnell, erfordert aber im vorliegenden heterogenen System mehr Zeit. Zur Überprüfung des
vollständigen Verlaufes der Abspaltung des Phosphinoxids wurden XPS-Untersuchungen der
ersten Kopplungsprodukte vorgenommen.
Die Verseifung des Esters erfolgt anschließend in wäßriger Lösung. Nach diesem letzten
Schritt, wird die Folie gründlich mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die Aufbewahrung
der Folien mit gekoppelten biologisch aktiven Inhibitorderivaten (CSp. 2.3.4 und CSp. 3.3.4)
erfolgt unter Argonatmosphäre.
Die Analytik nach dem letzten Aktivierungsschritt erfolgt mittels XPS und
Kontaktwinkelmessung. Alle anderen Methoden sind entweder nicht empfindlich genug oder
verfügen über eine zu große Informationstiefe, um die Änderungen, die nur in den äußeren
Atomlagen erfolgen, zu erfassen.
Die Änderungen in der Oberflächenzusammensetzung nach der Kopplung und nach der
Aktivierung sind für die beiden Alkylderivate in Tab. 3.7 gegenübergestellt. Als Referenz
dient die Si-H 100-Folie vor der Kopplung.
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Tab. 3.7: Mittels XPS ermittelte Oberflächenzusammensetzung von Siliconfolien mit
gekoppelten Alkylderivaten des Neuraminidaseinhibitors GS 4071 im
Anschluß an die Kopplung und nach der Aktivierung (Methode A) im
Vergleich zur unmodifizierten Folie.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies SiH 100* CSp. 3.1.2* CSp. 3.3.4 CSp. 2.1.2* CSp. 2.3.4
Kohlenstoff C1s 41,5 50,3 45,1 52,0 47,8
C-H, C-C 285,0 41,5 40,8 24,3 44,5 26,3
C-O, C-N 286,5 -- 7,5 17,9 7,5 19,0
O-C=O 288,5 -- 2,0 2,9 -- 2,5
Sauerstoff O1s 532,6 32,1 26,1 28,5 23,6 26,6
Silicium Si2p 102,6 26,4 22,6 26,1 23,6 25,3
Stickstoff N1s 399,8 -- 1,0 0,3 0,8 0,3
* Bei diesen Meßwerten wurde eine Teflonkorrektur vorgenommen
Für beide Derivate werden nach der Kopplung ähnliche Ergebnisse erhalten. Der
Kohlenstoffanteil erhöht sich bei CSp. 3.1.2 um 8,8 Atom% von 41,5 auf 50,3 Atom%. Bei
CSp. 2.1.2 ist der Unterschied mit 10,7 Atom% und einer Erhöhung auf 52,0 Atom% noch
größer. Bedingt wird diese größere Zunahme des Kohlenstoffanteils durch den längeren
Alkylspacer bei CSp. 2.1.2. Gestützt wird dieses Ergebnis durch die, nach der Kopplung im
hochaufgelösten Kohlenstoffspektrum der beiden Derivate gemessenen C-O- bzw. C-N-
Spezies, die bei beiden Derivaten denselben absoluten Gehalt haben. Die ebenfalls mit dem
Inhibitor eingeführten Ester- und Amidgruppen lassen sich nur bei CSp. 3.1.2 durch die
carboxylgebundenene  Spezies nachweisen. Ihr Anteil ist allerdings mit 2,0 Atom% gering, so
daß nicht ausgeschlossen werden kann, daß das entsprechende Signal bei CSp. 2.1.2 zwar
vorhanden ist, aber nicht aufgelöst werden kann. Bei beiden Kopplungen ist der Sauerstoff-
ebenso wie der Siliciumanteil im Anschluß an die Kopplung erniedrigt. Der Stickstoffanteil
beträgt 1,0 Atom% für CSp. 3.1.2 und 0,8 Atom% für CSp. 2.1.2. Der geringere
Stickstoffanteil bei CSp. 2.1.2 erklärt sich aus dem Verhältnis von Kohlenstoff zu Stickstoff
im gekoppelten Molekül, das bei CSp. 2.1.2 durch die längere Alkylkette mehr auf Seiten des
Kohlenstoffes liegt als bei CSp. 3.1.2.
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Nach der Aktivierung der gekoppelten Alkylderivate sinkt der Kohlenstoffanteil an der
Oberfläche beider Folien ab. Bei CSp. 3.3.4 sinkt der Gehalt um 5,2 Atom% auf 45,1
Atom%. Bei CSp. 2.3.4 ist die Abnahme mit 4,2 Atom% etwas geringer. Dieses Verhalten
erklärt sich durch die Esterverseifung, bei der zwei Kohlenstoffatome pro gekoppeltes
Molekül verloren gehen und die unterschiedliche Länge der Alkylketten, durch die die
Verseifung bei CSp. 3.3.4 stärker ins Gewicht fällt. Ebenso sinkt der Stickstoffanteil um 0,7
Atom% bzw. 0,6 Atom% bedingt durch die N2-Abspaltung während der Reduktion des Azids.
Ein quantitativer Vergleich der Zahlen scheitert am geringen Stickstoffgehalt, der in der Nähe
der Nachweisgrenze liegt. Die Anteile von Sauerstoff und Silicium, die bei beiden
Alkylderivaten nach der Kopplung gesunken waren, steigen nach der Reduktion und
Verseifung wieder an. Silicium liegt mit 26,1 Atom% bei CSp. 3.3.4 und 25,3 Atom% bei
CSp. 2.3.4 fast genauso hoch wie in der entsprechenden Referenzfolie vor der Kopplung. Der
Sauerstoffgehalt steigt durch den Wegfall von jeweils zwei Stickstoff- und zwei
Kohlenstoffatomen durch die Aktivierung des inhibitorischen Kopfes um 2,4 (CSp. 3.3.4)
bzw. 3,0 Atom% (CSp. 2.3.4) an. Jedoch ist der Anstieg verglichen mit dem Anstieg des
Siliciumgehalts zu gering. Dies beruht ebenfalls auf der Verfälschung der Meßwerte durch die
durch die Kopplung erzielte inhomogene Schicht (vgl. Kapitel 3.3.1).
Die Abweichung der Kontaktwinkel nach der sessile drop- und captive bubble-Methode ist
ein Maß für die Migrationsfähigkeit der Oberfläche. In Abb. 3.11 sind die Kontaktwinkel im
sessile drop- und captive bubble-Modus der nach Methode A gekoppelten und aktivierten
CSp. 3.3.4 und CSp. 2.3.4 dargestellt. Als Vergleich dienen die Kontaktwinkel der SiH 100-
Folie vor der Kopplung.
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Abb. 3.11: Kontaktwinkel von Siliconfolien mit gekoppelten Alkylderivaten von GS 4071
(CSp. 2.3.4 und CSp. 3.3.4) nach Methode A im Vergleich zur unmodifizierten
Folie (SiH 100)
Durch die Kopplung und Aktivierung der Alkylderivate wird in der captive bubble-Methode
eine deutliche Abnahme der Hydrophilie gemessen. Der Kontaktwinkel steigt für das CSp.
3.3.4 um 23° und bei CSp. 2.3.4 um 17°. Im Vergleich dazu wird für die SiH 100-Folie ein
Kontaktwinkel von 58° gemessen. Nach der sessile drop-Methode wird nur eine leichte
Abnahme des Kontaktwinkels um 15° für CSp. 3.3.4 bzw. 10° für CSp. 2.3.4 gemessen.
Dadurch verringert sich auch die Abweichung der Werte beider Methoden von 56° bei der
SiH 100-Folie auf 18° bei der Folie mit gekoppeltem CSp. 3.3.4 und auf 29° bei der Folie mit
gekoppeltem CSp. 2.3.4. Dieses Verhalten beruht auf den gekoppelten Molekülen. Beide
Derivate haben mit der Alkylkette einen hydrophoben und mit dem inhibitorischen Kopf
einen hydrophilen Anteil. Aufgrund der längeren Alkylkette bei CSp. 2.3.4 ist der
Kontaktwinkel nach der sessile drop-Methode mit 104° etwas höher als bei CSp. 3.3.4 mit
99°. Nach Messung mittels der captive bubble-Methode sind die Meßwerte mit 81° für CSp.
3.3.4 und 75° für CSp. 2.3.4 trotz der vergleichsweise größeren Hydrophilie des CSp. 3.3.4
annähernd gleich. Dies ist möglicherweise auf die höhere Beweglichkeit des inhibitorischen
Kopfes bei CSp. 2.3.4 durch die längere Alkylkette zurückzuführen, die eine Anpassung an
das umgebende Medium erleichtert.
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Bei Methode B werden zunächst Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2 durch Azidreduktion und
Esterverseifung aktiviert. Anschließend erfolgt die Kopplung der aktivierten Moleküle Sp.
2.3.4 bzw. Sp. 3.3.4 an die silanfunktionalisierte Oberfläche. Diese Kopplungsmethode liefert
die in Tab. 3.8 gezeigten Änderungen der Oberflächenzusammensetzung nach der Kopplung
der aktivierten Derivate im Vergleich zur unmodifizierten SiH 100-Folie.
Tab. 3.8: Vergleich der mittels XPS ermittelten Elementzusammensetzungen der
Oberfläche von Siliconfolien, an die CSp. 2.3.4 und CSp. 3.3.4 nach Methode
B gekoppelt wurden und einer unbehandelten SiH 100-Folie.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies SiH 100 CSp. 3.3.4 CSp. 2.3.4
Kohlenstoff C1s 285,0 41,5 48,3 48,3
Sauerstoff O1s 532,0 32,1 26,3 25,6
Silicium Si2p 103,5 26,4 24,7 24,4
Stickstoff N1s 399,8 -- 0,6 0,8
Rest 0,1
(Pt)
0,9
(Pt, F)
* Bei diesen Meßwerten wurde eine Teflonkorrektur vorgenommen
Zunächst beweist der gemessene Stickstoffgehalt von 0,6 Atom% bei CSp. 3.3.4 und von 0,9
Prozent bei CSp. 2.3.4 die erfolgreiche Kopplung. Der Kohlenstoffanteil beider Oberflächen
steigt um 6,8 Atom% auf 48,3 Atom%. Durch die Kopplung sinkt der Anteil des Sauerstoffes
um 5,8 Atom% bei CSp. 3.3.4 und um 6,5 Atom% bei CSp. 2.3.4 auf 26,3 bzw. 25,6 Atom%
ab. Der Siliciumgehalt sinkt nur um ca. 2 Atom% und zeigt damit ebenfalls das durch die
größere Informationstiefe bedingte Verhalten bei inhomogenen Schichten. Im Vergleich zur
Methode A liegt der Anteil des durch die Kopplung eingeführten Stickstoffs und die
Erhöhung des Kohlenstoffanteils bei beiden Derivaten höher. Dies spricht für eine höhere
Effizienz der Kopplung des biologisch aktiven Inhibitorderivates nach Methode B.
Die Kontaktwinkelmessungen der nach Methode B behandelten Folien sind in Abb. 3.12
dargestellt.
Trägermaterialien 91
107 112114
71
4658
0
20
40
60
80
100
120
140
SiH 100 CSp. 3.3.4 CSp. 2.3.4
Probenbezeichnung
K
on
ta
kt
w
in
ke
l i
n 
G
ra
d
sessile drop captive bubble
Abb. 3.12: Kontaktwinkelmessungen von Folien nach der Kopplung der aktivierten
Alkylderivate CSp. 3.3.4 und CSp. 2.3.4 (Methode B) im Vergleich zur
unbehandelten Referenz (SiH 100).
Die Abbildung zeigt, daß die mittels sessile drop-Methode gemessenen Kontaktwinkel sich
kaum ändern. Bei CSp. 3.3.4 findet eine leichte Senkung um 7° auf 107° statt, wogegen bei
CSp. 2.3.4 der Winkel mit 112° dem der SiH 100-Folie im Rahmen der Meßgenauigkeit
entspricht. Demzufolge kann allenfalls von einer leichten Hydrophilierung der Oberfläche
durch die Kopplung von CSp. 3.3.4 gesprochen werden. Anders verhält es sich bei den
Kontaktwinkeln, die nach der captive bubble-Methode gemessen wurden. Bei CSp. 3.3.4
steigt der Kontaktwinkel durch die Kopplung von 58° vor der Kopplung auf 71° nach der
Kopplung. Gegenteilig dazu sinkt der Kontaktwinkel nach der Kopplung von CSp. 2.3.4 auf
46° und führt damit zu einer vergleichsweise besseren Benetzbarkeit der Oberfläche mit
Wasser.
Der Unterschied in den Meßwerten, die mit den beiden Methoden erhalten werden, verändert
sich uneinheitlich. Bei CSp. 3.3.4 kommt es zu  einer Verringerung des Unterschiedes um 20°
auf 36°. Bei CSp. 2.3.4 hingegen vergrößert sich die Abweichung um 10° und liegt nach der
Kopplung bei 66°.
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Das Verhalten der Oberflächen gegenüber dem umgebenden Medium läßt sich über die
gleichen Mechanismen wie bei Methode A erklären. Die Effekte treten bei Methode B
allerdings viel deutlicher auf. Durch die Kopplung des durch die kürzere Alkylkette leicht
hydrophileren CSp. 3.3.4, verglichen mit CSp. 2.3.4, tritt bei der sessile drop-Methode eine
leichte Hydrophilierung ein. Diese bleibt bei CSp. 2.3.4 durch die längere Alkylkette aus.
Bei Anwendung der captive bubble-Methode sorgt die längere Alkylkette für eine höhere
Beweglichkeit des hydrophilen inhibitorischen Kopfes des CSp. 2.3.4 und ermöglicht so
durch die bessere Anpassung an das wäßrige Medium eine bessere Benetzbarkeit. Bei CSp.
3.3.4 ist die Beweglichkeit durch die kürzere Alkylkette geringer; dadurch kommt der Einfluß
der hydrophoben Alkylkette stärker zum Tragen und äußert sich in einem Anstieg des
Kontaktwinkels.
Die Tatsache, daß bei Methode B diese Effekte stärker auftreten als bei Methode A wird auf
die Prozeßführung zurückgeführt. Bei Methode A wird die Oberfläche nach der Kopplung
durch die anschließenden Aktivierungsschritte unterschiedlichen Einflüssen ausgesetzt. Die
Lösungsmittel (THF und Wasser) sowie die Reagenzien (Triphenylphosphin und Kalilauge)
beeinflussen die Eigenschaften und das Verhalten des Polymers. Offensichtlich führen die
Reaktionsschritte zu einer Einschränkung der Migrationsfähigkeit, die sich durch die
geringere Abweichung der Kontaktwinkel in Abhängigkeit von der Meßmethode äußert.
Diese Änderung erfolgt allerdings nicht durch chemische Veränderungen. Vergleicht man die
XPS-Ergebnisse für die gekoppelte aktivierte Spezies, so sind diese fast identisch. Vielmehr
wird vermutet, daß durch die verschiedenen Lösungsmittel und die damit verbundene
Quellung und Schwindung eine Umorientierung der Ketten stattfindet und sich so dichtere
Packungen ergeben, die einer Migration entgegenwirken.
3.4.2 Aktivierung und Kopplung der C-9- und C-13-Alkylderivate an Glasoberflächen
nach Methode B
Auf Glasoberflächen kann nur die Aktivierung mit anschließender Kopplung, also Methode B
durchgeführt werden. Der umgekehrte Weg (Methode A) ist ausgeschlossen, weil die zur
Esterverseifung notwendige wäßrige Kalilauge die Glasoberfläche angreift und die zuvor
gekoppelten Moleküle vollständig abspaltet. Die Kopplung der aktivierten Alkylderivate
erfolgt nach der in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Vorschrift. Die Analytik erfolgt wiederum
mittels XPS und Kontaktwinkelmessung. Die Ergebnisse der XPS-Messung sind in Tab. 3.9
gezeigt
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Tab. 3.9: Vergleich der Elementzusammensetzung der Oberfläche eines silanisierten
Glasträgers (als Referenz) und Glasträgern mit gekoppelten, aktivierten
Alkylderivaten des Neuraminidaseinhibitors GS 4071.
Element BE
in eV
Elementzusammensetzung
in Atom%
Spezies Glas (Silanisiert) Glas (CSp. 3.3.4) Glas (CSp. 2.3.4)
Kohlenstoff C1s 285,0 37,2 54,4 60,0
Sauerstoff O1s 532,2 38,1 24,9 20,8
Silicium Si2p 102,9 18,5 -- --
Silicium Si2p 102,7 -- 15,9 15,8
Stickstoff N1s 399,8 -- 1,3 1,6
Rest 6,2
(Na, Mg, Ca)
3,7
(Na, Mg, Zn, Ca)
1,8
(Na, Mg, Zn, Ca)
Mit zunehmender Länge der Alkylkette steigt auch der Kohlenstoffgehalt von 37,2 Atom%
beim silylierten Träger auf 54,4 Atom% bei CSp. 3.3.4 und 60,0 Atom% bei CSp. 2.3.4.
Parallel dazu sinkt der Sauerstoffanteil an der Oberfläche nach der Modifizierung deutlich ab.
Diese Abnahme ist bei CSp. 2.3.4 um 17,3 Atom% auf 20,8 Atom% um 4,1 Atom% größer
als bei CSp. 2.3.4. Der Siliciumanteil geht nur wenig zurück und sinkt von 18,5 Atom% beim
unmodifizierten Träger auf 15,9 Atom% bei CSp. 3.3.4, bzw. 15,8 Atom% bei CSp. 2.3.4.
Allerdings verschiebt sich das Maximum des Signals durch die eingeführten Silicium-
Kohlenstoffbindungen leicht zu einer niedrigeren Bindungsenergie und beweist so die
kovalente Bindung des Inhibitors an die Oberfläche. Der Stickstoffanteil liegt beim
aktivierten CSp. 3.3.4 bei 1,3 Atom%, bei CSp. 2.3.4 bei 1,6 Atom%. Damit liegt der
Stickstoffgehalt im Vergleich zur analog modifizierten Siliconfolie etwa doppelt so hoch.
Auch der größere Anstieg des Kohlenstoffgehaltes spricht für eine bessere
Kopplungseffizienz als auf Siliconoberflächen.
Die Messungen der Kontaktwinkel von Glasträgern im sessile drop- und captive bubble-
Modus sind in Abb. 3.13 dargestellt.
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Abb. 3.13: Vergleich der Kontaktwinkel von Glasträgern mit gekoppelten aktivierten
Alkylderivaten von GS 4071 (CSp. 3.3.4 und CSp. 2.3.4) nach Methode B. Als
Referenz dient der silanisierte Glasträger vor der Kopplung.
Die Kontaktwinkel steigen nach der Kopplung mit beiden Methoden an, im sessile drop-
Modus bei CSp. 3.3.4 um 25° und um 32° bei CSp. 2.3.4, und entsprechen dem erwarteten
Verhalten durch die unterschiedlich langen Alkylketten der beiden Derivate. Im captive
bubble-Modus steigen die Kontaktwinkel ebenfalls um 12° bzw. 11°, sind jedoch für beide
Träger mit 55° bzw. 56° im Rahmen der Meßgenauigkeit gleich. So ergibt sich für den Betrag
der Abweichung bei CSp. 3.3.4 ein Wert von 19° und bei CSp. 2.3.4 von 27°. Da eine
Migration der gekoppelten Moleküle in den Glasbulk hinein ausgeschlossen wird, liegt die
Ursache für die steigende Abweichung in den gekoppelten Molekülen.
Zusammenfassend führt die längere Alkylkette des CSp. 2.3.4 durch die größere Zahl von
Methylengruppen in der sessile drop-Methode nur zu einer leichten Erhöhung des
Kontaktwinkels verglichen mit CSp. 3.3.4. Des weiteren wird eine vergleichsweise größere
Hydrophilierung mittels der captive bubble-Methode durch die erhöhte Beweglichkeit des
inhibitorischen Kopfes gemessen.
Diese Phänomene kommen auch bei den an Siliconfolien gekoppelten Derivaten zum Tragen.
Damit wird die scheinbar größere Fähigkeit zur Reorganisation von Siliconfolien mit aktiviert
gekoppeltem CSp. 2.3.4 (Methode B) im Vergleich zur unmodifizierten SiH 100 (vgl. Abb.
3.12) bestätigt und erklärt.
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3.4.3 Abschätzen der Oberflächenbelegung durch Modellrechnungen auf Basis der
XPS-Ergebnisse
Zur Abschätzung der Oberflächenbelegung mit gekoppelten Alkylderivaten aus den
Ergebnissen der XPS müssen eine ganze Reihe von Annahmen und Näherungen gemacht
werden. Die Abschätzung erfolgt über den nach der Kopplung gemessenen Stickstoff. Keiner
der Polymerträger enthält Stickstoff, so daß dieser nur von den gekoppelten Molekülen
herrühren kann.  Für die gesamte folgende Betrachtung wird die Informationstiefe der XPS
mit 5,7 nm, also etwa 30 Atomlagen angenommen (vgl. Kapitel 3.1.1.5)
Aufgrund der Reaktionsmechanismen wird von einer monomolekularen Schicht sowohl bei
der Hydrosilylierung als auch bei Kopplung der Alkylderivate ausgegangen.
Zusätzlich werden die Moleküle als gestreckte Ketten betrachtet, die einen näherungsweise
quaderförmigen Raum ausfüllen. Die Kantenlängen der Quader ergeben sich aus den
Bindungslängen und Ladungswolken des Moleküls. Auf diese Weise erhält man für das C-9
Alkylderivat (Sp. 3.3.4) einen Quader mit der Kantenlänge von 2,1 x 1,0 x 0,5 nm, für das C-
13 Derivat (Sp. 2.3.4) einen Quader von 2,8 x 1,0 x 0,5 nm Kantenlänge. Außerdem soll nur
ein bestimmter Grenzfall der Orientierung angenommen werden (Abb. 3.14).
O
NH2
N O
O
OH
Si
Träger
Abb. 3.14: Orientierung des gekoppelten Alkylderivates, die als Grenzfall für die
Berechnung der Atom% Stickstoff für eine monomolekulare Schicht
angenommen wird.
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Die größte Kopplungsdichte und damit der größte Anteil von Stickstoff wird bei einer
senkrechten Anordnung der Moleküle erwartet, bei der die kleinste Fläche des Modellquaders
auf der Polymeroberfläche liegt. Errechnet man den theoretischen Stickstoffgehalt in Atom%,
basierend auf diesem Grenzfall, so erhält man durch den Vergleich mit den Meßwerten eine
Aussage über die Belegungsdichte der Oberfläche nach der Kopplung.
Für die Rechnung wird eine homogene Schicht angenommen, d.h. das in Kapitel 3.3.1
beschriebene Phänomen, daß bei inhomogenen Schichten Elemente mit niedriger
Bindungsenergie im Verhältnis quantitativ überbewertet werden, wird vernachlässigt.
Die Berechnung wird für beide Alkylderivate und beide Trägermaterialien durchgeführt. Als
Vorgaben sind dafür die Dichte des verwendeten Silicons und Glas notwendig. Wie in Kapitel
3.1.1.2 gezeigt, verfügen beide Trägermaterialien über sehr glatte Oberflächen, so daß das
Volumen der Glasträger und der Siliconfolien gleich dem Produkt der Kantenlängen ist. Eine
Division der Masse des jeweiligen Trägers durch das entsprechende Volumen ergibt für die
Glasträger eine Dichte von ρ= 2,6 g/cm3 und für die Siliconfolien eine Dichte von ρ= 1,002
g/cm3.
Für die Rechnung wird zunächst für die beiden Alkylderivate ein Volumeninkrement des
Informationsvolumens festgelegt. Diese Volumeninkremente sind in Abb. 3.15 dargestellt.
x
y
z
Si
O
NH2
N O
O
OH
O
NH2
N O
O
OH
Si
               5,7 nm
(Informationstiefe der XPS)
TrägerTräger
        CSp. 3.3.4              CSp. 2.3.4
Abb. 3.15: Schematische Darstellung der Volumenelemente (V), die für die Berechnung
des Stickstoffgehaltes an Polymeroberflächen in Abhängigkeit von der
Orientierung angenommen werden.
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Die Elemente sind in x- und y-Richtung so aufgebaut, daß genau ein Molekül des jeweiligen
Derivates, CSp. 3.3.4 oder CSp. 2.3.4 Platz findet. Die Ausdehnung in z-Richtung wird von
der Informationstiefe bestimmt. Die Zusammensetzung in Atom% des Teils des
Volumenelements, das das Inhibitorderivat enthält (VA), ist durch die Summenformel (ohne
Wasserstoffatome) bekannt. Es muß also die Zusammensetzung des Trägeranteils (Glas oder
Silicon) bestimmt werden. Zunächst wird der Anteil des Trägers (VT) am gesamten
Volumeninkrement  berechnet. Daraus errechnet man mit der spezifischen Dichte (ρ) die
Masse (m) des Polymers in VP. Nach der Division durch das Molgewicht des Polymers und
Multiplikation mit der Avogadro-Konstante (NA=6,022.1023) erhält man die atomaren Anteile
der Glas- oder Siliconelemente in VT. Diese Anteile werden zur Zusammensetzung von VA
addiert, und aus der Summe wird der Anteil des Stickstoffs im gesamten Volumeninkrement
in Atom% berechnet.
Die errechneten Atom% Stickstoff für den angenommenen Grenzfall und die Meßwerte der
gekoppelten CSp. 3.3.4 und CSp. 2.3.4 an einer Glasoberfläche werden in Tab. 3.10
miteinander verglichen.
Tab. 3.10: Vergleich der rechnerisch angenäherten und experimentell bestimmten Atom%
Stickstoff nach einer Kopplung von CSp. 3.3.4 und CSp. 2.3.4 an
Glasoberflächen.
Trägermaterial Glas
Derivat CSp. 3.3.4 CSp. 2.3.4
Atom% N (errechnet) 1,6 1,3
Atom% N (gemessen) 1,3 1,6
Aus Tab. 3.10 wird ersichtlich, daß durch die Kopplung der aktivierten C-9 und C-13
Alkylderivate an Glasoberflächen sehr hohe Belegungen erzielt werden. Bei beiden Derivaten
liegt der gemessene Anteil des Stickstoffes an der Oberfläche in der Nähe der errechneten
Werte für die dichteste Belegung. Beim C-13 Derivat wird der errechnete Wert von 1,3
Atom% für eine monomolekulare Belegung in der dichtesten Packung mit gemessenen 1,6
Atom% noch überschritten. Die Ursache dafür liegt möglicherweise in der Abschätzung der
Quaderkantenlängen für die Volumenanteile des Alkylderivates. Vermutlich liegt die
Ausdehnung des Moleküls in der Molekülebene (x-Richtung) unter den angenäherten 0,5 nm.
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Bei den gekoppelten Alkylderivaten an Siliconoberflächen werden zusätzlich die
unterschiedlichen Methoden zur Kopplung und Aktivierung betrachtet und verglichen. In Tab.
3.11 sind die Werte der Siliconfolien in Abhängigkeit von der Kopplungsmethode aufgelistet.
Tab. 3.11: Vergleich der errechneten und gemessenen Stickstoffmenge für die  nach
unterschiedlichen Methoden, kovalent gekoppelten CSp. 2.3.4 und CSp. 3.3.4
an Siliconoberflächen.
Trägermaterial Silicon
Kopplungsmethode A B
Derivat CSp. 3.3.4 CSp. 2.3.4 CSp. 3.3.4 CSp. 2.3.4
Atom% N (errechnet) 1,4 1,3 1,4 1,3
Atom% N (gemessen) 0,3 0,3 0,6 0,8
Rechnerisch ergeben sich für eine monomolekulare Schicht der gekoppelten Inhibitorderivate
ein Stickstoffgehalt von 1,4 (CSp. 3.3.4) bzw. 1,3 Atom% (CSp. 2.3.4). Die experimentell
ermittelten Werte für Methode A liegen für beide Derivate mit 0,3 Atom% deutlich niedriger.
Bei Methode B liegen die gemessenen Werte mit 0,6 Atom% für das CSp. 3.3.4 und 0,8
Atom% für das CSp. 2.3.4 zwar ein wenig höher als bei Methode A jedoch immer noch um
etwa die Hälfte niedriger als die theoretische Maximalbelegung.
Bezogen auf den in Abb. 3.14 dargestellten Grenzfall der Ausrichtung der gekoppelten
Moleküle ergeben sich für die Kopplung der Inhibitorderivate von GS 4071 an Silikon nach
Methode A für CSp. 3.3.4 eine Belegung der Oberfläche von 21,4%. Bei CSp. 2.3.4 ist die
abgeschätzte Belegung mit 23,1% ähnlich. Kovalente Kopplungen nach Methode B führen
bei beiden Derivaten zu besseren Ergebnissen. Bei CSp. 3.3.4 ergibt sich eine Belegung von
42,8%, also eine Verdopplung im Vergleich zu Methode A. Die Kopplung von Sp. 2.3.4 führt
unter diesen Bedingungen zu einer Belegung von 61,5 %.
An Glasoberflächen werden durch die Kopplung für beide Inhibitorderivate die besten
Ergebnisse erzielt. Die Kopplung von Sp. 3.3.4 führt zu einer 81,3 %igen Belegung der
Oberfläche, die Kopplung von Sp. 2.3.4 sogar zu einer vollständigen Belegung der
Glasoberfläche.
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3.4.4 Bewertung der beiden Methoden zur Kopplung und Aktivierung der
Alkylderivate des Neuraminidaseinhibitors GS 4071
Die Aktivierung der beiden kopplungsfähigen Alkylderivate von GS 4071 (Sp. 2.1.2 und Sp.
3.1.2) kann nach der Kopplung an den Träger (Methode A) oder zuvor (Methode B) erfolgen.
Methode A, in der die Kopplung mit anschließender Aktivierung erfolgt, hat Vorteile bei der
Reinigung zwischen den Aktivierungsschritten. Durch die Immobilisierung können alle
Waschschritte an der Oberfläche vorgenommen werden, und eine aufwendige Trennung
zwischen den Reaktionsschritten entfällt. Aufgrund der geringen Konzentrationen der
gekoppelten Moleküle resultieren jedoch Probleme, den Reaktionsverlauf durch analytische
Methoden zu verfolgen. Zwar sind Nebenreaktionen bei der Kopplung und Aktivierung
weitgehend ausgeschlossen, jedoch führt ein unvollständiger Umsatz bei Reduktion oder
Verseifung dazu, daß nicht alle gekoppelten Moleküle auch aktiviert werden. Der Anteil
dieser inaktiven, also nicht zu einer Bindung an die Neuraminidase befähigten Moleküle läßt
sich analytisch nicht bestimmen.
Für Methode B, bei der erst die Aktivierung des Derivates in Lösung erfolgt und anschließend
das biologisch aktive Derivat gekoppelt wird, besteht diese Unsicherheit nicht. Der
Reaktionsverlauf läßt sich gut verfolgen und die definierten Reaktionsprodukte vollständig
beschreiben. Ebenfalls ist die Gefahr minimiert, daß im Laufe der Aktivierung der an Silicon
gekoppelten Inhibitorderivate eine Migration der gekoppelten Moleküle in das Innere erfolgt.
Diese Migration wird bei Methode A durch die verwendeten Lösungsmittel oder Reagenzien
ausgelöst (vgl. Kapitel 3.4.1).
Eine Abschätzung der Belegung der Oberfläche auf Basis der Elementzusammensetzung der
Oberfläche ergibt für Methode B an beiden Oberfläche deutlich bessere Werte. An Glas kann
mit Sp. 3.3.4 sogar eine vollständige Belegung erzielt werden. Aus diesen Gründen wird
Methode B bevorzugt.
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4 Bindungsstudien der Inhibitorderivate
Die Herstellung der Polymerkonjugate dient zur Untersuchung der Frage, ob eine Bindung
und Anreicherung von Neuraminidase aus einer Lösung an Oberflächen möglich ist. Die
Konjugate bestehen aus einem Polymerträger und verschiedenen Derivaten des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071. Dieser ist ein maßgeschneidertes Molekül, das als
Therapeutikum bei Influenza Erkrankungen verabreicht wird. Es blockiert das aktive Zentrum
der Neuraminidase, da es im Unterschied zur Neuraminsäure, dem natürlichen Substrat, nicht
vom Enzym prozessiert werden kann. Die Nicht-Spaltbarkeit dieses Moleküls ist die
Grundlage der durchgeführten Versuche. Wird ein Derivat von GS 4071 an eine Oberfläche
gekoppelt, so sollte die irreversible Bindung des Derivates an die Neuraminidase zu deren
Anreicherung an der Oberfläche führen. In seiner elektronischen Struktur entspricht der
Neuraminidaseinhibitor GS 4071 weitgehend der Neuraminsäure, weist jedoch eine um fünf
Größenordnungen höhere Bindungsfähigkeit auf.
Um die Fähigkeit der Derivate zur Neuraminidasebindung nach der Kopplung zu
gewährleisten, muß durch einen Spacer ein ausreichender Abstand des inhibitorischen Kopfes
von der Oberfläche gesichert sein. Diese Spacer sind bei der Synthese in die Inhibitorderivate
integriert worden. Es werden zwei kovalent gekoppelte Derivate (Sp. 3.3.4 und Sp. 2.3.4) und
ein adsorptiv immobilisiertes Derivat (Sp. 3.1.6) bezüglich ihrer Fähigkeit zur Bindung von
Neuraminidase untersucht.
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Die C-9- und C-13-Alkylderivate Sp. 3.3.4 und Sp. 2.3.4 sind zur kovalenten Kopplung, das
Biotinderivat Sp. 3.1.6 zur adsorptiven Bindung über Streptavidin vorgesehen.83
Die Kopplung der Derivate an die Oberfläche erfolgt kovalent durch eine
Hydrosilylierungsreaktion an eine silanfunktionalisierte Oberfläche. Dabei reagiert die ω-
Doppelbindung der beiden Derivate mit einer Silangruppe an der Trägeroberfläche. Bei der
adsorptiven Bindung über das Streptavidin-Biotin-System erfolgt zunächst eine Physisorption
von Streptavidin an die Oberfläche, und anschließend wird das Biotinderivat von GS 4071 an
das Protein gebunden. Als Oberfläche findet für diese spezielle Variante neben Silicon auch
Polystyrol Verwendung. Bei der verwendeten Polystyroloberfläche  handelt es sich um eine
kommerziell erhältliche, mit Streptavidin beschichtete und BSA blockierte Oberfläche. Diese
Oberfläche ist für die Bindung biotinylierter Moleküle (Proteine, Peptide, Haptene) optimiert.
Die durch Inhibitorderivate an die Oberfläche gebundene Neuraminidase wird anschließend
analog einem Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) auf immunologischem Wege
nachgewiesen.
4.1 Untersuchung der Bindungsfähigkeit der verschiedenen Derivate an die
Neuraminidase
Bevor Untersuchungen zum Anreicherungsvermögen an Oberflächen, die mit den drei
Derivaten (Sp. 2.3.4, Sp. 3.3.4 und Sp. 3.1.6) modifiziert sind, durchgeführt werden, wird
zunächst die Erkennung der Neuraminidase durch die Derivate in Lösung überprüft. Dazu
wurde die Bindungsfähigkeit der Alkylderivate in einem kompetitiven Inhibitionsassay in
einem externen Labor (Roche, Virology Dept., Welwin, Großbritannien) durchgeführt.
Das Biotinderivat wird an einer mit Neuraminidase beschichteten Oberfläche immobilisiert
und die gebundenen Moleküle über den in die Lösung ragenden Biotinrest nachgewiesen. Der
Nachweis erfolgt durch ein mit Peroxidase markiertes Streptavidinanalogon das Extravidin,
direkt im Anschluß an die Bindung.
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4.1.1 Überprüfung der Bindungsfähigkeit der Alkylderivate im kompetitiven
Inhibitionsassay
Die kompetitiven Inhibitionsassays zur Feststellung der Bindungsfähigkeit von Sp. 2.3.4 und
Sp. 3.3.4 wurden extern in einem virologischen Labor in Welwin, Großbritanien
durchgeführt. Diese Form des Assay ist in dem Labor etabliert und wird mit dem Virus
durchgeführt. Für den Assay werden die Neuraminsäure als natürliches Substrat und je ein
Inhibitorderivat in verschiedenen Konzentrationsverhältnissen mit einer definierten
Virusmenge versetzt. Nach der Inkubationszeit wird die Menge des nicht gebundenen
Inhibitors bestimmt. Aus dem Verhältnis der Menge nicht-gebundenen Inhibitors zur
eingesetzten Ausgangsmenge Inhibitor ergibt sich nach der Scatchard Methode ein Maß für
die Stärke der Inhibition.84 Diese ist in der Dimension einer Stoffmenge durch die Größe IC50
(inhibitory concentration 50 %) angegeben. Dieser Wert gibt die Inhibitorkonzentration an,
die für eine 50 %-ige Inhibition  notwendig ist. Je niedriger dieser Wert ist, desto besser ist
die Qualität des Inhibitors.
Untersucht werden beide Alkylderivate als Racemate und das C-9 Alkylderivat (Sp. 3.3.4) in
der enatiomerenreinen (3R)-Form. Die zusätzliche Untersuchung wird durchgeführt, da
bekannt ist, daß das (3R)-Isomer von GS 4071 der (3S)-Form hinsichtlich seiner
Bindungsstärke leicht überlegen ist.13 Daher wurde diese Methode gewählt, um gleichzeitig
die Änderung der Bindungsfähigkeit mit steigender Alkylkettenlänge und den Einfluß der
absoluten Konfiguration am 9-Kohlenstoff von Sp. 3.3.4 untersuchen zu können.
In Tab. 4.1 sind die Ergebnisse der Bindungsstudien der Derivate im Vergleich zu GS 4071
aufgeführt.
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Tab. 4.1: Übersicht über die Ergebnisse des kompetitiven Inhibitionsassay der
Alkylderivate im Vergleich zu GS 4071. Die Tests wurden mit zwei
verschiedenen Influenza A-Viren und einem Influenza B-Virus durchgeführt.
Die Ergebnisse der beiden Messungen und der resultierende Mittelwert sind
gezeigt.
Neuraminidase-
Inhibitor
Virustyp1) Assay 1
IC50 in nmol
Assay 2
IC50 in nmol
Mittelwert
IC50 in nmol
Sp. 3.3.4
Enantiomerenreines
(3R)-Isomer
A/Vic
A/WS
B/Lee
1,29
9,58
3100
1,30
9,84
3050
1,30
9,71
3075
Sp. 3.3.4
Racemat
A/Vic
A/WS
B/Lee
35,90
34,01
1070
31,72
35,04
976
33,81
34,53
1023
Sp. 2.3.4
Racemat
A/Vic
A/WS
B/Lee
90,66
54,70
678,9
132,7
60,98
797,9
111,7
57,84
738,4
GS 4071 A/Vic
A/WS
B/Lee
0,44
2,24
99,3
0,41
nicht getestet
101,4
0,43
2,24
100,4
1) A/Vic und A/WS sind Influenza A-Virenstämme. B/Lee ist ein Influenza B Stamm. Die Zusätze werden von
den jeweiligen Entdeckern der Stämme zur regionalen Identifizierung angehängt.
Die Messungen wurden mit zwei unterschiedlichen Influenza A-Viren mit der Bezeichnung
Vic (H3N2) und WS (H1N1) sowie mit einem Influenza B-Virus (Lee) durchgeführt.
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Es ist offensichtlich, daß eine Bindung der Inhibitorderivate an das Virus und damit eine
Inhibition stattfindet. Die Fähigkeit zur Inhibition und damit der IC50-Wert sind zu einem
geringen Maße von der Subklasse der Neuraminidase abhängig ist. So inhibiert das
enantiomerenreine (3R)-Isomer von Sp. 3.3.4 das Virus A/Vic (N2) mit einem IC50-Wert von
1,30 nmol besser als das Virus A/WS (N1) (IC50: 9,71 nmol). In seinem Verhalten entspricht
es damit dem GS 4071. Beim Racemat von Sp. 3.3.4 ist der IC50-Wert mit 33,81 bzw. 34,53
nmol für die beiden Influenza A-Viren höher und entspricht den Ergebnissen von Kim,13
jedoch zeigt das Racemat keine Abhängigkeit von der Subklasse der Neuraminidase. Sp. 2.3.4
hingegen inhibiert das Virus A/WS (N1) mit einem IC50-Wert von 57,84 nmol stärker als den
Stamm A/Vic (N2), bei dem der Wert für die IC50 bei 111,7 nmol liegt und zeigt damit im
Gegensatz zum GS 4071 und Sp. 3.3.4 eine stärkere Inhibition der Neuraminidase der
Subklasse N2 verglichen mit N1.
Für das verwendete Influenza B-Virus B/Lee findet man für das GS 4071 eine IC50 von 100,4
nmol. Sp. 3.3.4 inhibiert als enantiomerenreines Produkt mit einer IC50 von 3075 nmol, als
Racemat hingegen einen IC50-Wert von 1023 nmol und ist damit dem reinen (3R)-Isomer
überlegen. Das C-13 Alkylderivat inhibiert das B/Lee Virus noch besser, die Messung ergibt
eine IC50 von 738,4 nmol.
Eine Verlängerung der Alkylkette des GS 4071 in 7-Stellung führt zu einer Minderung der
inhibitorischen Wirksamkeit. Die Fähigkeit zur Inhibition von Influenza A-Viren nimmt im
Test mit steigender Kettenlänge ab. Racemische Gemische am Etherkohlenstoff (C-7)
inhibieren schlechter als das vergleichbare enantiomerenreine Derivat.
Die Tendenz für das Influenza B-Virus ist entgegengesetzt. Hier erweist sich die
Verlängerung der Alkylkette als vorteilhaft für die Inhibition. Die Racemisierung am 9-
Kohlenstoff erhöht die Inhibitionsfähigkeit zusätzlich, so daß das Racemat des C-13-
Alkylderivates für den Stamm B/Lee die besten Ergebnisse liefert. Daraus folgt, daß im Fall
des Virus Typ B/Lee die (3S)-Form eine größere Fähigkeit zur Inhibition hat als die
vergleichbare (3R)-Form.
Die Unterschiede zum GS 4071 sind im Vergleich zum natürlichen Substrat gering. Die
Assoziationskonstante (KAss) des GS 4071 liegt für das Influenza A-Virus durchschnittlich um
5 Größenordnungen höher als die des natürlichen Substrates. Daher können die im Test
gemessenen Unterschiede der Derivate untereinander sowie von Racemat zum
enantiomerenreinen Produkt als vernachlässigbar eingestuft werden.
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4.1.2 Überprüfung der Bindungsfähigkeit des Biotinderivates
Das Biotinderivat verfügt mit dem Biotinrest über eine Gruppe, die als Detektionsgruppe
(reporter group) breite Anwendung findet. Biotin kann durch verschiedene Systeme leicht
nachgewiesen werden. Am einfachsten ist der Nachweis durch ein Streptavidinanalogon. Das
Analogon Extravidin besteht nur aus der Bindungsstelle des Streptavidins und ist deshalb in
der Lage, auch schwer zugängliches Biotin nachzuweisen. Wenn dieses Extravidin mit einem
Nachweissystem (reporter group) wie Peroxidase gekoppelt ist, kann der Nachweis der
Bindung dem in Abb. 4.1 gezeigten Prinzip folgen.
Peroxidase
Biotinderivat
Neuraminidase
Polymerträger
Extravidin 
(peroxidasemarkiert)
Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Meßprinzips zur Überprüfung der
Bindungsfähigkeit des Biotinderivates an Neuraminidase. Die Bindung des
Biotinderivates an die Neuraminidase wird mit einem peroxidasemarkierten
Extravidin detektiert.
Neuraminidase wird an einem Träger adsorbiert, mit Bivonem Serum Albumin (BSA)
blockiert und mit dem Biotinderivat inkubiert. Das Biotinderivat bindet mit seinem
inhibitorischen Kopf an die Neuraminidase und der Biotinrest ragt in die Lösung.
Anschließend bindet das peroxidasemarkierte Extravidin (Extravidin-POD) an den Biotinrest
und die Bindung wird durch das Substrat 3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin (TMB)
nachgewiesen. Der Nachweis erfolgt durch die Umsetzung des TMB durch die Peroxidase
und das Beenden der Reaktion mit Schwefelsäure. Die Intensität des dabei entstehenden
gelben Farbstoffes wird bei 450 nm photospektrometrisch gemessen. Alle Messungen werden
falls nicht anders vermerkt als Doppelbestimmungen durchgeführt.
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Alternativ kann der Biotinrest auch über einen monoklonalen anti-Biotin-Antikörper
gebunden werden. Der konstante Teil (Fc-Teil) des Primärantikörpers wird dann durch einen
gegen diesen Fc Teil gerichteten peroxidasemarkierten Antikörper gebunden. Die Bindungen
werden wie oben durch die TMB Farbreaktion mit der Peroxidase nachgewiesen. Der
Nachweis über die Antikörper hat dabei die größere Empfindlichkeit aufgrund der hohen
Spezifität und großen Assoziationskonstante (KAss) der monoklonalen Antikörper zu ihrem
Antigen.
Da es sich bei diesem Test nicht um einen kompetitiven Assay handelt, wird zwar eine
Konzentrationsabhängigkeit der Bindung gemessen, jedoch ist ein Vergleich zu den oben
beschriebenen Ergebnissen nur eingeschränkt möglich.
Ein Test dieser Art ist bisher in der Literatur nicht beschrieben, und deshalb muß die
Spezifität des Tests durch Kontrollmessungen abgesichert werden. Ein Teil der Kontrollen
schließt Kreuzreaktivitäten zwischen den einzelnen Komponenten (Negativkontrollen) aus.
Bei diesen Negativkontrollen wird jeweils ein Reagenz des Nachweissystems weggelassen, so
daß keine Bindung erfolgen sollte. Positivkontrollen sollen die gewünschten Reaktivitäten
belegen. Für die Positivkontrolle wird ein kommerzielles biotinyliertes Protein an Stelle der
NA adsorbiert, durch Extravidin gebunden und so dessen Bindungsfähigkeit überprüft. Alle
Kontrollen führen zu den erwarteten Ergebnissen, und daher werden Kreuzreaktivitäten
ausgeschlossen.
Im Test wird die Konzentration des Biotinderivates variiert, um Aussagen über die
Bindungsfähigkeit machen zu können. Das Ergebnis der Messung ist in Abb. 4.2 dargestellt.
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Abb. 4.2: Titrationskurve des Bindungsassays zur Überprüfung der Bindungsfähigkeit
des Biotinderivates in Abhängigkeit seiner Konzentration. Die Konzentration
der Neuramindase beträgt 0,1 µg/ml.
Die Messung wird beginnend mit einer Startkonzentration des Biotinderivates von 0,1 µg/ml
bei anschließender stetiger Halbierung bis zu einer Endkonzentration von 3,1 pg/ml
durchgeführt. Die Konzentration der Neuraminidase beträgt 0,1 µg/ml. Die Messung zeigt den
erwarteten Verlauf für die Konzentrationsabhängigkeit. Ab einer Konzentration von 25 ng/ml
tritt eine Sättigung auf, bei der eine Erhöhung der Biotinkonzentration kein höheres Signal
mehr zur Folge hat. Als untere Nachweisgrenze in diesem System wird eine Konzentration
von 49 pg/ml Biotinderivat bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml Neuraminidase gemessen.
Die Nachweisgrenze wird festgelegt auf Basis des Meßwertes mit der niedrigsten
Konzentration, bei der in der Nachweisreaktion die optische Dichte den dreifachen Leerwert
noch übersteigt. An der Nachweisgrenze entspricht das molare Verhältnis Neuraminidase zu
Biotinderivat 6,8 : 1.
Obwohl dieses System sehr empfindlich ist, könnte die Nachweisgrenze durch die
Verwendung des oben beschriebenen Nachweis des Biotins über zwei Antikörper noch weiter
gesenkt werden.
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Durch die in den beiden vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Bindungstests und die
dazugehörigen Kontrollen ist die Bindungsfähigkeit der Inhibitorderivate an die
Neuraminidase bewiesen. Auf Basis dieser Ergebnisse kann die Untersuchung auch mit
Derivaten erfolgen, die an Polymerträger gekoppelt sind.
4.2 Untersuchung der Bindungsfähigkeit von immobilisierten Derivaten des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071
Die in Kapitel 4.1 beschriebenen Messungen dienten zur Überprüfung der allgemeinen
Bindungsfähigkeit der synthetisierten Derivate von GS 4071. Da für alle Derivate eine
Bindung nachgewiesen werden konnte, wurde der Versuch einer Übertragung auf
immobilisierte Inhibitorderivate vorgenommen. Die Immobilisierung der Inhibitorderivate
erfolgt im Falle der Alkylderivate kovalent und im Fall des Biotinderivates adsorptiv über die
Bindung an Streptavidin. Die Messungen werden beide nach demselben Konzept und mit dem
gleichen read-out System durchgeführt. Es wird das Bindungsverhalten der verschiedenen
Inhibitorderivate auf unterschiedlichen Oberflächen und im Falle der kovalenten Kopplung
zusätzlich der Einfluß der Kopplungs- und Aktivierungsmethode untersucht.
4.2.1 Bindungsassay der kovalent gekoppelten C-9- und C-13-Alkylderivate des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071
Die kovalente Kopplung der Alkylderivate von GS 4071 erfolgt mit zwei verschiedenen
Derivaten durch zwei unterschiedliche Kopplungs- und Aktivierungssequenzen. Sowohl das
C-9- als auch das C-13-Alkylderivat kann in der biologisch aktiven Form oder als Vorstufe an
die Polymeroberflächen gebunden werden (vgl. Schema 3.1). Wird die Vorstufe an den
Träger gebunden, so erfolgt danach die Aktivierung an der Oberfläche. Darüber hinaus
wurden mit Glas und Silicon zwei verschiedene Polymerträger verwendet, so daß insgesamt
sechs Systeme auf ihre Bindungsfähigkeit hin untersucht werden.
Die Messung der Bindungsfähigkeit für die kovalent gekoppelten Alkylderivate erfolgt nach
dem in Abb. 4.3 schematisch dargestellten Prinzip.
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Peroxidase
Alkylderivat 
an Polymerträger
gekoppelt
anti-NA-Antikörper
anti-Maus-Ak-POD
Neuraminidase
Abb. 4.3: Schematische Darstellung des Meßprinzips der Bindungsfähigkeit der kovalent
gekoppelten Alkylderivate von GS 4071. Der Nachweis der Bindung erfolgt
über ein System aus zwei Antikörpern (Ak) analog dem ELISA.
Das Prinzip ist dem der ELISA-Methode ähnlich. Die Trägeroberfläche mit dem kovalent
gekoppelten Alkylderivat wird zunächst mit BSA blockiert, um eine unspezifische
Proteinadsorption im Laufe der Untersuchung zu verhindern. Danach wird Neuraminidase
inkubiert und durch einen gegen sie gerichteten monoklonalen Antikörper erkannt. Der Fc-
Teil dieses monoklonalen Maus-Antikörpers wird wiederum durch einen
peroxidasemarkierten anti-Maus Antikörper erkannt. Schließlich wird mit TMB, einem
Substrat der Peroxidase, eine Farbreaktion ausgelöst und so die Bindung nachgewiesen.
Ebenso wie der in Kapitel 4.1.2 durchgeführte Test zur Bindungsuntersuchung des
Biotinderivates ist dieser Test in der Literatur nicht beschrieben und muß daher etabliert
werden. Die dabei eingesetzte Neuraminidase wird rekombinant in Insektenlarven hergestellt
und wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Johansson (New York Medical College, Valhalla,
N.Y., U.S.A) zur Verfügung gestellt.99 Die gegen die Neuraminidase gerichteten
monoklonalen Antikörper stammen aus derselben Arbeitsgruppe.
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Damit sind die Voraussetzung für das in Abb. 4.3 gezeigte Nachweissystem geschaffen.
Abgesichert wird die Messung durch Negativkontrollen, bei denen eine oder mehrere
Reagenzien des Tests nicht eingesetzt werden. Auf diese Weise werden Kreuzreaktivitäten
ausgeschlossen, die durch unspezifische Bindungen zustande kommen. Darüber hinaus wird
die Bindungsfähigkeit der Antikörper an die Neuraminidase in einem Vorversuch überprüft
und als Positivkontrolle eingesetzt. Bei jeder Messung werden diese Kontrollen mit
durchgeführt, um Fehler bei der Messung ausschließen zu können.
Im Bindungstest wird unabhängig vom Trägermaterial (Glas oder Silicon), der Länge der
Alkylkette (C-9 oder C-13) oder der Verfahrensweise zur Kopplung und Aktivierung
(Methode A oder B, vgl. Kapitel 3.4.1) keine spezifische Bindung gefunden. In keinem der
Systeme wird ein Signal detektiert, das über das dreifache Grundrauschen hinausgeht. Es ist
aber auch keine unspezifische Bindung festzustellen.
Die Ursache der ausbleibenden Bindung kann in zwei verschiedenen Phänomenen begründet
liegen. Zum einen ist es möglich, daß die Alkylkette als Spacer nicht lang genug ist. Bei der
Blockierung der Oberfläche mit BSA zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung wäre es
denkbar, daß das BSA den gebundenen Inhibitor verdeckt. Dies wäre der Fall, wenn das
adsorbierte BSA an der Trägeroberfläche eine Schicht ausbildet, deren Stärke größer ist als
die Länge der Alkylketten der Spacer. So würde der inhibitorische Kopf nicht aus dieser
Schicht herausragen und eine Bindung fände nicht statt.
Eine weitere Ursache erklärt sich aus den hydrophoben Eigenschaften der Alkylketten. Die
Messung erfolgt in wäßrigem Medium. In Wasser findet zwar eine Neuorientierung der
Siliconoberfläche mit einer guten Hydrophilie statt, jedoch besteht die Möglichkeit, daß sich
die Alkylketten an die hydrophoben Teile des backbone anlagern. Dadurch würde der
inhibitorische Teil des Moleküls in der Nähe der Oberfläche bleiben und vom BSA verdeckt.
So fände trotz ausreichender Länge des Spacers keine Bindung statt. Da ein Weglassen des
Blockierungsschrittes zu einer starken unspezifischen Bindung und damit zu falschen
Signalen führt, bleibt der Schluß, daß die Alkylderivate, trotz wahrscheinlich ausreichender
Spacerlänge, nicht zur Bindung von Neuraminidase in der Lage sind.
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4.2.2 Bindungsuntersuchungen des adsorptiv an verschiedene Träger gebundenen
Biotinderivates
Im Fall der adsorptiven Immobilisierung des Biotinderivates des Neuraminidaseinhibitors GS
4071 sind zwei Systeme zu untersuchen. Da die Immobilisierung nur auf einem Weg,
Adhäsion des Streptavidin und Bindung des aktivierten Biotinderivates, erfolgen kann
unterscheiden sich die Systeme lediglich durch die Trägeroberfläche. Es wurden Silicon und
Polystyrol als Trägermaterialien verwendet.
Polystyrol wurde ergänzend als Träger eingesetzt, da mit Streptavidin beschichtete und BSA
blockierte Oberflächen kommerziell erhältlich sind. Diese Messungen sollen als Vergleich
dienen, da die Polystyroloberflächen vom Hersteller für die Adsorption von Streptavidin
optimiert sind und so das stärkste Signal resultieren sollte. Der Nachweis, der dem der
kovalent gekoppelten Inhibitorderivate entspricht, ist in Abb. 4.4 gezeigt.
Peroxidase
anti-Maus-Ak-POD 
anti-NA-Ak
Neuraminidase
Biotinderivat
Streptavidin
Polymerträger
Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Messung zur Untersuchung der
Bindungsfähigkeit des Biotinderivates nach adsorptiver Immobilisierung an
Streptavidin. Der Nachweis der Bindung erfolgt über zwei Antikörper.
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Nach der adsorptiven Bindung des Streptavidins an die Polymeroberfläche wird das
Biotinderivat inkubiert und bindet über die Biotingruppe an das Streptavidin. Der in die
Lösung ragende inhibitorische Teil des Moleküls bindet im nächsten Schritt die
Neuraminidase über ihr aktives Zentrum. Dann erfolgt der Nachweis der gebundenen
Neuraminidase durch Bindung eines monoklonalen Maus-anti-NA Antikörpers. Dieser wird
dann im nächsten Schritt durch einen peroxidasemarkierten anti-Maus Antikörper gebunden,
bevor im letzten Schritt das Substrat TMB die Farbreaktion mit der Peroxidase auslöst. Nach
dem Beenden der Farbreaktion durch Schwefelsäure wird die Absorption des gebildeten
Farbkomplexes gemessen. In allen Messungen wurde die Konzentration des immobilisierten
Biotinderivates konstant gehalten und die Konzentration der zu bindenden Neuraminidase
variiert, um Aussagen über die Konzentrationsabhängigkeit und Nachweisgrenze des Systems
machen zu können.
4.2.2.1 Bindungsfähigkeit des adsorptiv immobilisierten Biotinderivates an
Polystyroloberflächen
Zunächst wird die oben beschriebene Messung an einer kommerziell erhältlichen
Polystyroloberfläche durchgeführt, die vom Hersteller mit Streptavidin beschichtet und
anschließend mit BSA blockiert wurde. Daher entfallen bei diesem Assay die ersten beiden
Schritte. Das Ergebnis der Messung ist in Abb. 4.5 dargestellt.
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Abb. 4.5: Messung zur Bindungsfähigkeit von adsorptiv immobilisiertem Biotinderivat
an einer kommerziell erhältlichen mit Streptavidin beschichteten
Polystyroloberfläche. Die Konzentration des inkubierten Biotinderivats beträgt
0,5 µg/ml.
In der Messung wird von einer konstanten Streptavidinkonzentration ausgegangen. Ebenso
bleibt die Konzentration des Biotinderivates, das zur Inkubation auf die mit Streptavidin
beschichtete Oberfläche gegeben wird, mit 0,5 µg/ml konstant. Durch die verhältnismäßig
hohe Konzentration des Biotinderivates wird eine vollständige Sättigung der Bindungsstellen
des Streptavidins mit dem Biotinderivat erreicht. Die höchste eingesetzte
Neuraminidasekonzentration beträgt 0,1 µg/ml und wird bis zu einer Konzentration von 0,8
pg/ml schrittweise um die Hälfte verringert. Bei keiner Neuraminidasekonzentration tritt eine
Sättigung ein, die Nachweisgrenze wird mit 3 ng Neuraminidase pro Milliliter ermittelt. Die
Nachweisgrenze ist die kleinste Konzentration, deren Meßwert für die optische Dichte über
den dreifachen Leerwert hinausgeht.
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4.2.2.2 Bindungsfähigkeit des adsorptiv immobilisierten Biotinderivates an
Siliconoberflächen
Die Messung der Bindungsfähigkeit an Siliconoberflächen erfolgt nach der in Kapitel 4.2.2
beschriebenen Vorschrift. Die Messung wird mit Siliconplättchen von 15 mm Durchmesser in
einer 24-Well Klonierungsplatte aus Polystyrol durchgeführt. Um eine unspezifische
Adsorption von Proteinen an die Gefäßoberfläche zu verhindern, wird die Platte vor der
Messung mit BSA blockiert. Die Siliconplättchen werden nach der Blockierung der Kavitäten
mit doppelseitigem Klebeband am Boden derselben befestigt und mit Streptavidin beladen.
Dann folgen die beschriebenen Schritte bis zur Messung des Farbkomplexes.
Die Messung führt zu uneinheitlichen Ergebnissen, die auf eine unspezifische Bindung im
Laufe der Messung zurückzuführen sind. Die unspezifische Bindung bleibt in den
Kontrollmessungen ohne Siliconfolien aus und beruht daher auf dem Verhalten des Silicons.
Es wird angenommen, daß sich bei dieser Messung die hohe Beweglichkeit der Ketten
bemerkbar macht. Durch die beschriebene Reorganisation der Oberfläche in Abhängigkeit
vom umgebenden Medium (Luft oder Wasser) ändert sich das Adsorptionsverhalten der
Oberfläche während der Messung ständig. Daher kommt es insbesondere bei den
Waschschritten zu einer ständigen Adsorption und Desorption aller gebundenen Proteine und
somit auch des Blockproteins. An die in Folge von Desorption verfügbar gewordenen
Bindungsstellen an der Oberfläche können wieder Proteine binden. So kommt es auch zu
einer unspezifischen Bindung des Sekundärantikörpers, die dann zu den falschen und
uneinheitlichen Meßwerten führt. Aus diesem Grund ist Silicon als Träger für eine
Anreicherung von Neuraminidase auf adsorptivem Wege nicht geeignet.
4.3 Vergleichende Bewertung der Bindungsuntersuchungen
Die Untersuchung der Bindungsfähigkeit der immobilisierten Inhibitorderivate zeigt, daß eine
Anreicherung von Neuraminidase an Polymeroberflächen durch immobilisierte Derivate des
Neuraminidaseinhibitors GS 4071 möglich ist.
Die Bindung gelingt mittels eines Biotinderivates (Sp. 3.1.6) durch die Bindung des
inhibitorischen Kopfes an das aktive Zentrum der Neuraminidase. Durch die Alkylierung des
GS 4071 in 7-Stellung wird die Bindungsfähigkeit im Vergleich zum GS 4071 zwar
herabgesetzt, jedoch liegt sie immer noch um mehrere Größenordnungen höher als die
Assoziationskonstante des natürlichen Substrates Neuraminsäure.
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Vorteil der adsorptiven Bindung ist vor allem die leichte Übertragbarkeit auf andere
Oberflächen. Durch die adsorptive Bindung des Streptavidins, die keine weitere
Funktionalisierung des Polymers erfordert, können neben Polystyrol auch andere Oberflächen
als Träger verwendet werden. Grundvoraussetzung für die Träger ist eine möglichst geringe
Reorganisation der Oberfläche in Wasser oder an der Luft. Diese Reorganisation führt durch
ständige Desorption und Adsorption zu einer unspezifischen Bindung und damit zu falschen
Meßergebnissen. Aus diesem Grund ist Silicon für diese Form der Immobilisierung nicht
geeignet.
Bei der kovalenten Kopplung werden die Derivate durch Hydrosilylierung an die Oberfläche
gebunden. Die in dieser Arbeit eingesetzten Alkylspacer haben für eine Bindung an die
Neuraminidase allerdings keine ausreichende Länge und so findet unabhängig vom
Trägermaterial keine Bindung von Neuraminidase statt. Durch längere und hydrophilere
Spacer könnte die erforderliche Beweglichkeit hergestellt und eine Erkennung ermöglicht
werden.  Trotzdem sollte für weiterführende Experimente der kovalenten Kopplung der
Vorzug gegeben werden, da sich die Kopplungseffizienz und Belegungsdichte besser
beschreiben und beurteilen läßt.
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5 Experimenteller Teil
5.1 Analytische Methoden und Geräte
5.1.1 Röntgenphotoelektronenspektroskopie
Die Standard-XPS-Messungen wurden mit einem X-ProbeTM-Spektrometer, Modell 206 der
Fa. Surface Science Instruments (Mountain View, Kalifornien, USA) durchgeführt.
Zur Aufnahme der Spektren wurden die Proben mit monochromatischer Al-Kα1,2-Strahlung
(1486,6 eV; Halbwertsbreite (HWB) 0,85 eV), mit einer Gesamtleistung von 175 W angeregt.
Die Proben wurden vor der XPS-Messung 48 h im Hochvakuum gelagert, um flüchtige
Substanzen von der Probenoberfläche zu entfernen.
Zur Erzeugung eines einheitlichen Oberflächenpotentials dienten extern zugeführte
niederenergetische Elektronen (Eelektr. = 4 bis 24 eV) in Verbindung von einem Ni-Netz
oberhalb der Probe (Probenabstand ca. 2 mm) aus. Auf diese Weise wird die positive
Aufladung der Proben kompensiert. Dabei ist eine Überkompensation der Ladung von
Vorteil, da dies zu schärferen Signalen und damit zu einer besseren Auflösung der einzelnen
Elementspezies führt. Die Aufladungskorrektur erfolgte über die C1s-Photolinie des
aliphatischen Kohlenstoffs, dessen Bindungsenergie auf 285,0 eV als Referenzpunkt
festgelegt wurde.
5.1.2 Infrarotspektroskopie
Die IR-spektroskopischen Messungen wurden mit einem FTIR-Spektrometer 60 SXR bzw.
710 der Fa. Nicolet (Offenbach) mit der oberflächensensitiven ATR-Technik unter
Verwendung eines Germanium-Kristalls als Reflexionseinheit und in Transmission
durchgeführt. Der Einstrahlwinkel betrug 45°, die Spiegelgeschwindigkeit 3,2 mm/s.
Kaliumbromid Presslinge zur Aufnahme von Spektren von Pulvern wurden mit einem Perkin
Elmer 2000 Spectrophotometer der Fa. Perkin Elmer (Norwalk, U.S.A.) durchgeführt.
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5.1.3 Kernresonanzspektroskopie
Die 1H-NMR Spektren wurden bei 300 MHz, die 13C-NMR Spektren bei 70 MHz mit einem
VXR 300 der Firma Varian Associates (Palo Alto, USA) oder an einem AMX 300 der Firma
Bruker (Billerica, USA) aufgenommen.
Wenn nicht anders vermerkt dient deuteriertes Chloroform (CDCl3) mit Tetramethylsilan als
interner Standard.
5.1.4 Rasterkraftmikroskopie
Die Oberflächenaufnahmen der Silikongießfolien und Glasträger mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie wurden mit einem NanoScope III der Fa. Digital Instruments, Inc.,
(Santa Barbara, USA) aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit der NanoScope III 4.20
Auswertungssoftware der gleichen Firma ausgewertet.
Zur Messung der Topographie wurden die Polymeroberflächen im tapping-mode in einer
fluid-Zelle mit einer Siliziumspitze (Länge: 425 µm, Federkonstante 0,02 bis 0,61 N/cm,
Frequenz: ca. 40 kHz) abgetastet. Die Bildauflösung betrug jeweils 512 x 512 Meßpunkte.
5.1.5 Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectroscopy
Alle MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem BRUKER BIFLEXTM III MALDI-
Flugzeitmassenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik GmbH, Bremen, Deutschland)
aufgenommen, das mit einer SCOUT-Ionenquelle, einem Ionenspiegel (Reflektor) und
Standard-microchannel-plate-Detektoren ausgerüstet ist.
Die Matrixanregung erfolgt über einen Stickstofflaser mit einer Wellenlänge von 337 nm und
einer Pulsdauer von 3 ns. Der Druck im Massenanalysator beträgt ca. 2x10-7 mbar. Die
Beschleunigungsspannung liegt bei 20 kV. Zur gitterlos verzögerten Ionenextraktion wurde in
einem Aufbau ohne Gitter (gridless delayed extraction, GDE) ein Potentialunterschied von 6
kV mit einem Zeitverzug von 150-200 ns nach jedem Laserimpuls zwischen die Ionenquelle
und die Extraktionslinse gelegt. Ionen kleinerer Masse werden durch ein gepulstes Feld
ausgeblendet.
Standardprobenpräparation:
Die Probenlösungen wurden 1:10 (v/v) mit der Matrixlösung gemischt und mit 1% (v/v) einer
0,01 M Natriumchlorid-Lösung versetzt. 1 µl dieser Mischung wurde auf dem Probenteller
präpariert und an Luft getrocknet.
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Als Matrices wurden 2,5 Dihydroxybenzoesäure (DHB), α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure
(CCA) und 1,8,9-Trihydroxyanthracen verwendet.
5.1.6 Statische Kontaktwinkelmessungen
Die statischen Kontaktwinkelmessungen mit der captive bubble und sessile drop Methode
wurden an einem Goniometermikroskop G402 der Fa. Krüss GmbH (Hamburg, Deutschland)
durchgeführt.
Zur Bestimmung der Kontaktwinkel wurden auf Objektträgern mittels doppelseitigem Klebe-
band ca. 2 cm x 2 cm große Folienstücke der zu untersuchenden Proben aufgebracht.
Für die captive bubble Methode wurde der Objektträger in ein mit entionisiertem Wasser
gefülltes Quarzgefäß auf zwei Teflonsockel aufgelegt. Über eine Mikroliterbürette mit U-
förmiger Nadel wurden Luftblasen mit einem Volumen zwischen 0,5 bis 0,8 µl von unten an
die Probe gesetzt.
Für die sessile drop Methode wurde die Proben wie oben beschrieben vorbereitet und dann
aus einer Spritze mir einer gebogenen Kanüle ein Wassertropfen von ca. 0,5 µl auf die zu
vermessenden Oberflächen gesetzt. Mittels eines Goniometers wurde der Winkel zwischen
Luftblase oder Tropfen und Folienoberfläche an 6 bis 10 Tropfen bestimmt und der
Mittelwert gebildet.
Sämtliche Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.
5.1.7 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie
Die Messungen zum Reaktionsverlauf während der einzelnen Stufen der Inhibitorsynthese
wurden an einer HPLC Anlage durchgeführt, die aus den folgenden Komponenten bestand:
Pumpe: LC 22 Firma Bruker (Rheinstetten)
Gradientenmischer: LC 225 Firma Bruker (Rheinstetten)
Säule: Reversed Phase C-18 Firma Bruker (Rheinstetten)
UV Detektor: Lambda 1000 (215 nm) Firma Bischoff
Das Auftragen der Probe erfolgte manuell durch ein Ventil (Probenschleife 10 µl), die
Auswertung rechnergesteuert am PC mit dem Steuerungs- und Auswertungsprogramm
ChromStar, der Firma Bruker.
Alle Messungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, in Triethylammoniumphosphat Puffer
(pH: 2,25) mit einem Acetonitril Gradienten von 0-80 Vol% Acetonitril durchgeführt.
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5.1.8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay von löslichen Antigenen
Der ELISA ist eine hochempfindliche Methode, die auf der spezifischen Erkennung eines
Antigens durch einen mono- oder polyklonalen Antikörper beruht, der dann seinerseits von
einem mit einer Reportergruppe markierten Antikörper erkannt wird.
Die Messungen in dieser Arbeit wurden in der Firma Heidelberg Pharma GmbH, Ladenburg
(Deutschland), durchgeführt.
Alle Messungen wurden durch mehrere Positiv- und Negativkontrollen abgesichert, um
mögliche Kreuzreaktivitäten der einzelnen Komponenten untereinander auszuschließen.
Die Messungen der optischen Dichte wurden mit einem Spectramax 340PC der Firma
Molecular Devices, U.S.A., vorgenommen. Die Auswertung erfolgte rechnergesteuert mit
dem Programm Softmax Version 3.1.1 derselben Firma.
Sämtliche Messungen wurden in 96 Well Mikrotiterplatten MaxiSorp der Firma Nunc
(Kaiserslautern, Deutschland) mit flachem Boden (F-Form) durchgeführt.
5.1.8.1 Pufferlösungen für den Enzyme Linked Immunosorbent Assay
PBS
0,01 M Na2HPO4.2H20, 0,14 M NaCl und 0,01M KCl werden in Millipore Wasser gelöst und
mit 0,01 M NaH2PO4.H2O auf pH=7,4 eingestellt.
PBS dient als Grundlage für den Wasch- und Blockpuffer, als Lösungspuffer sämtlicher
Proteinlösungen und als Verdünnungslösung. PBS Puffer ist bei 4 °C praktisch unbegrenzt
haltbar.
Waschpuffer
Für den Waschpuffer wurden 5 ml (0,05% v/v) Tween 20 (Sigma Aldrich Chemie,
Deisenhofen)  in 1 l PBS-Puffer gegeben und einige Minuten gerührt. Der Puffer ist bei
Raumtemperatur mehrere Monate haltbar.
Blockpuffer
Für den Blockpuffer wurden 10 g BSA, Fraction V (Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen) in
1 l PBS gelöst und bei 4°C aufbewahrt. Der Puffer ist etwa drei Wochen haltbar.
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Antigenlösungen
Das Antigen Neuraminidase (A/Hong Kong/1/68 (H3N2)) wurde in einer Verdünnung von
0,1 µg/ml in PBS verwendet.
Antikörperlösungen
Lösungen des Primärantikörper wurden in unterschiedlichen Verdünnungen verwendet, da die
vorhandenen Antikörperlösungen und Kulturüberstände unterschiedliche Konzentrationen
von Antikörpern aufwiesen. Die optimalen Verdünnungen wurden in einem Blindversuch
ermittelt.
Der mit POD markierte Sekundärantikörper wurde stets in der Verdünnung 1:5000 eingesetzt.
Diese Verdünnung entspricht der empfohlenen Verdünnung des Herstellers für die ELISA
Anwendung.
Tab. 5.1: Liste der verwendeten Antikörper, des entsprechenden Antigen, des Herstellers
und der Verdünnung, in der die Antikörper eingesetzt wurden. Mit einem *
gekennzeichnete Antikörper standen sowohl als Kulturüberstand als auch als
aufgereinigte Antikörperlösungen zur Verfügung
Name Antigen Herkunft Verdünnung
15B2 1:500
Überstand
12B4*
NA (N2), Human
Influenza A Virus
New York Medical College, (Valhalla,
N.Y., U.S.A.)
Dr. B. Johansson
1:500
Überstand
1:1000
aufgereingt
α-Biotin-POD-
Fab Fragment
Biotin Roche (Mannheim, Deutschland) 1:5000
Ziege-α-Maus-
POD-Ak
Fc-Fragment von
Maus Antikörpern
Roche (Mannheim, Deutschland) 1:5000
Außerdem wurde zur Detektion des Biotins am Biotinderivat des Neuraminidaseinhibitors
Tamiflu (Sp. 3.1.6.) peroxidasemarkiertes Extravidin (Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen)
in einer Verdünnung von 1:5000 verwendet.
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Insgesamt wurden drei verschiedene ELISA durchgeführt; der eine wurde als Positivkontrolle
der Bindungsfähigkeit der Antikörper an die Neuraminidase eingesetzt, die beiden anderen
dienten der Untersuchung der Bindungsfähigkeit des Biotin-Inhibitorderivates. Dazu wurde
zum einen Neuraminidase und zum anderen Streptavidin als Coatingreagenz verwendet.
5.1.8.2 ELISA zur Kontrolle der Bindungsfähigkeit der Antikörper an die Neuraminidase
In eine 96 Well Platte wurden jeweils 50 µl einer NA-Lösung mit einer Konzentration von 0,1
µg/ml in PBS gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit
jeweils 200 µl Waschpuffer gewaschen, 3 h mit 200 µl Blockpuffer blockiert und erneut
dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen. Dann wurden 50 µl der
Primärantikörperlösung in PBS in der in Tab. 5.1 angegebenen Verdünnung hinzugegeben
und wiederum 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem erneuten dreimaligen Waschen
mit je 200 µl Waschpuffer wurden pro Well je 50 µl einer 1:5000 verdünnten Lösung des
Peroxidase-markierten Sekundärantikörpers in PBS gegeben und 1 h bei Raumtemperatur
geschüttelt. Danach wurde erneut dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen, und
schließlich wurden jeweils 100 µl des Substrates TMB (Tetramethylbenzidin) (BioRad) auf
die Platte gegeben. Die Farbreaktion wurde nach ca. 3 min durch die Zugabe von 50 µl 0,1 M
Schwefelsäure beendet und nach weiteren 15 min wurde die Messung bei den Wellenlängen
450 und 690 nm durchgeführt, wobei der Meßwert bei 690 nm vom Meßwert bei 450 nm
subtrahiert wurde.
5.1.8.3 ELISA zur Kontrolle der Bindungsfähigkeit des Biotin-Inhibitorderivates mit
Neuraminidase als Coatingreagenz
In eine 96 Well Platte wurden jeweils 50 µl Neuraminidase in PBS in einer Konzentration von
0,1 µg/ml gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit jeweils
200 µl Waschpuffer gewaschen, 3 h mit je 200 µl Blockpuffer blockiert und erneut dreimal
mit jeweils 200 µl Waschpuffer gewaschen. Dann wurde eine Lösung des Biotin-
Inhibitorderivates beginnend mit einer Menge von 0.5 µg pro Well in 50 µl PBS zugegeben
und 1 h bei Raumtemperatur geschüttelt. In der Verdünnungsreihe wurden die
Konzentrationen jeweils halbiert, um so den Bereich der größten Änderung am besten
bestimmen zu können (Titration). Nach dem Waschen, dreimal mit je 200 µl Waschpuffer,
wurden dann 50 µl einer Lösung von Peroxidase-markiertem Extraividin in PBS in der
Verdünnung 1:1000 aufgegeben und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geschüttelt.
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Schließlich wurde wiederum dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen und letztlich 100
µl des Substrates TMB auf die Platte gegeben. Die Farbreaktion wurde nach ca. 4 min mit je
50 µl 0,1 M Schwefelsäure beendet und die Absorption bei 450 und 690 nm gemessen. Die
gemessene Absorption bei 690 nm wurde von der Absorption bei 450 nm subtrahiert.
5.1.8.4 ELISA zur Kontrolle der Bindungsfähigkeit des Biotininhibitorderivates  mit
Streptavidin als Coatingereagenz
Auf mit Streptavidin vorgecoatete und mit BSA blockierten, Mikrotiterstreifen (Roche
Diagnostika, Mannheim, Deutschland) wurden abnehmende Konzentrationen des Biotin-
Inhibitorderivates gegeben. Die Startkonzentration betrug 0,5 µg/ml und wurde jeweils auf
die Hälfte verdünnt. Nach einstündigem Schütteln bei Raumtemperatur wurde die Platte
dreimal mit je 200 µl pro Well mit Waschpuffer gewaschen, anschließend eine Menge von 0,1
µg Neuraminidase pro Well in 50 µl PBS in die Wells gegeben und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geschüttelt. Dann wurde erneut dreimal mit je 200 µl Waschpuffer
gewaschen, anschließend 50 µl des in PBS verdünnten Primärantikörpers aufgetragen
(Verdünnung siehe Tab. 5.1). Nach 1 h wurde wiederum dreimal mit je 200 µl Waschpuffer
gewaschen und anschließend 50 µl der Sekundärantikörperlösung in PBS in einer
Verdünnung 1:5000 eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit 200 µl Waschpuffer wurden 100 µl TMB-Lösung aufgegeben, die Farbreaktion nach etwa
5 min mit je 50 µl 0,1 M Schwefelsäure beendet und die Absorption bei 450 und 690 nm
gemessen. Die gemessene Absorption bei 690 nm wurde von der Absorption bei 450 nm
subtrahiert.
5.1.9 ELISA mit festphasengekoppelten Antigenen
Die verwendeten Geräte, Lösungsmittel und Chemikalien entsprechen den in Kapitel 5.1.8
aufgeführten. Beim ELISA mit festphasengekoppelten Antigenen wurde eine 24 Well
Klonierungsplatte wegen der größeren Oberfläche und besseren Handhabbarkeit der Proben
verwendet.
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Die Platten wurden vor der eigentlichen Messung über Nacht bei 4 °C mit jeweils 1 ml
Blockpuffer blockiert, dann erst wurde die zu untersuchende Oberfläche mit doppelseitigem
Klebeband auf dem Boden des Wells befestigt und anschließend noch einmal 3 h mit je 1 ml
Blockpuffer blockiert. Nach dem dreimaligen gründlichen Waschen mit jeweils 1 ml
Waschpuffer wurden jeweils 200 µl einer Neuraminidase Lösung in PBS mit einer
Gesamtmenge von 0,5 µg pro Well aufgegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurde viermal mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen und jeweils 500 µl des anti-NA
Primärantikörpers in einer Verdünnung von 1:100 in PBS 1 h unter Schütteln bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde wiederum viermal mit je 1 ml Waschpuffer
gewaschen und 1 h 500 µl des Peroxidase-markierten anti-Maus Sekundärantikörpers in einer
Verdünnung von 1:1000 in PBS auf die Platte gegeben. Nach dem letztmaligen Waschen
wurden 500 µl des TMB Substrates in die Wells gegeben und die Farbreaktion nach 4 min mit
je 200 µl 0,1 M Schwefelsäure beendet. Nach 15 min wurden die Absorptionen bei 450 und
690 nm gemessen. Der Meßwert ergibt sich aus der Differenz zwischen der gemessenen
Absorption bei 450 nm und der Absorption bei 690 nm.
5.1.10 Gekoppelte Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)
Die Messungen der gekoppelten Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) zur
Reinheitskontrolle und Produktverteilung wurden an einem Carlo Erba Auto/HRGC
MEGA/MS QMD 1000 mit einer GC Säule SE-54, 25 m der Firma Machery-Nagel, Düren,
Deutschland durchgeführt.
Die Auswertung erfolgte rechnergestützt mit einer hausinternen Datenbank zur
Identifizierung.
5.1.11 Weißlichtinterferometrie
Die Untersuchung der verschiedenen Oberflächen erfolgte am Weißlichtinterferometer Wyko
NT 2000 der Fa. Veeco Metrology Group. Alle Messungen der Probenoberfläche wurden im
VSI-Modus mit einem 50x-Objektiv und einem FOV (Field of View) von 1,0 durchgeführt.
Die vertikale Scanlänge des Objektivs betrug 22 µm. Es wurde ein Oberflächenausschnitt von
120 µm x 90 µm erfaßt.
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5.2 Chemikalien und Folienherstellung
5.2.1 Chemikalien
Sämtliche Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit dem Reinheitsgrad ‚zur
Analyse‘ (p.A.) verwendet und von der Firma Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen bezogen.
Die folgenden Chemikalien wurden von der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) zur
Verfügung gestellt:
N-Tritylazirdin
(Ro 68-7716)
(5-Azido-7-trityl-7-aza-bicyclo[4.1.0]hept-2-en-3-carboxylsäureethylester)
Biotin-DADOO (5-(2-Oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentansäure{2-[2-(2-
amino-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-amid)
Ro-69 4544 4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-propoxy)-cyclohex-1-encarboxylsäure
dec-9-enylester
5.2.2 Glasträger
Die als Modelloberflächen für Kopplungsreaktionen verwendeten Glasträger sind
Objektträger für die Lichtmikroskopie der Firma Menzel Gläser, Art. Nr.: 8850 in 76 mal 26
mm Größe.
5.2.2.1 Reinigung und Funktionalisierung von Glasträgern mit Silangruppen
Vor den Kopplungsreaktionen wurden die Träger gründlich mit Dichlormethan, Hexan und
entionisiertem Wasser gespült und anschließend dreimal 5 min im Ultraschallbad in Hexan
gereinigt. Nach der Reinigung wurden die Träger direkt weiterverwendet.
In eine 250 ml Duranglasflasche der Firma Schott (Jena) wurde eine Lösung von 5 ml
Chlordimethylhydrosilan in 45 ml Chloroform gegeben. In diese Lösung wurde dann ein
frisch gereinigter Glasträger 1 h eingetaucht, anschließend dreimal mit je 5 ml Chloroform
gewaschen und getrocknet.
Die funktionalisierten Glasträger wurden bis zur weiteren Verwendung in staubfreies Papier
und Aluminiumfolie eingewickelt und im Exsikkator bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Die Silanisierungslösung kann mehrfach verwendet werden, wurde jedoch bei jeder neuen
Reihe von Funktionalisierungen frisch hergestellt.
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5.2.2.2 Kopplung von Sp. 2.1.2 und Sp. 3.1.2 sowie fertigen Inhibitoren (Sp. 2.1.4, Sp.
3.3.4) an silanfunktionalisierte Glasoberflächen
Die gereinigten und silylierten Glasträger (vgl. Kapitel 5.2.2.1) wurden unmittelbar nach der
Funktionalisierung in ein Schlenckrohr überführt und mit trockenem Toluol bedeckt. Pro
Glasträger wurden 3 mg des zu koppelnden Derivates in 1 ml trockenem Toluol gelöst und in
das Reaktionsgefäß gegeben. Schließlich wurden 10 µl des Platin-Divinyltetrasiloxan
Katalysators direkt in die Lösung pipettiert, das Reaktionsgefäß verschlossen und das
überstehende Gas durch Argon ersetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde auf 90 °C erhitzt und drei Tage bei dieser Temperatur gerührt.
Nach Ende der Reaktion wurden die Träger entnommen, nacheinander dreimal gründlich mit
jeweils 10 ml Toluol und  10 ml Ethanol abgewaschen und getrocknet.
Nach der Kopplung wurden die Träger in Aluminiumfolie gewickelt und unter
Argonatmosphäre aufbewahrt.
5.2.3 Herstellung von Silikonfolien mit unterschiedlichen Silankonzentrationen durch
Hydrosilylierung
Die in der Arbeit als Polymeroberflächen zur Kopplung verwendeten Folien waren
Silikonfolien mit unterschiedlich hohem Anteil an freien Silangruppen (Si-H).
Als Basispolymer wurde ein vinylterminiertes Silicon-Elastomer Sylgard© 184, Molgewicht
ca. 25000 g mol-1, der Fa. Dow Corning (Wiesbaden, Deutschland) (Komponente A)
verwendet.
Zur Vulkanisation wurden die in Tab. 5.2 aufgeführten Vernetzer eingesetzt.
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Tab. 5.2: Name und Molgewichte der zur Vulkanisation der Siliconfolien eingesetzten
Vernetzer und ihrer Bezugsquellen.
Name Molgewicht in g.mol-1 Hersteller
Methylhydrosiloxan-
Dimethylsiloxan-copolymer 50-55
mol% Methylsilan (Komponente B)
900- 1200 ABCR
Polymethyl-hydrosiloxan 100 mol%
(Komponente C)
1900-2200 ABCR
Polydimethylsiloxan
(Komponente D)
5500 Dow Corning
5.2.3.1 Herstellung von Siloxanfolien aus Silicon-Elastomer Sylgard© und
Methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan-Copolymer 50-55 mol% (Si-H 50)
In 2 ml Chloroform wurden 5,45 g des Grundpolymers, Silicon-Elastomer Sylgard ©
(Komponente A), gelöst. Mit Hilfe eines Eisbades wurde die Lösung auf ca. 0 °C abgekühlt.
Nach Zugabe von 0,55 g des Vernetzers, Methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan-Copolymer
50-55 mol% (Komponente B), wurde die gut verrührte Reaktionslösung in eine Form
gegossen. Die Folie wird zum Auspolymerisieren über Nacht auf einer waagerecht
ausgerichteten Unterlage bei Raumtemperatur und unter Normaldruck gelagert.
Anschließend wurde die Folie 3 h mit Hexan im Soxhletextraktor extrahiert und i. Vak.
getrocknet.
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5.2.3.2 Herstellung von Siloxanfolien aus Silicon-Elastomer Sylgard© und
Polymethylhydrosiloxan 100 mol% (Si-H 100)
Bei Darstellung der Siliconfolien aus Silicon-Elastomer Sylgard© und
Polymethylhydrosiloxan 100 mol%,  Komponenten A und C, wurden 6,0 g des
Grundpolymers in 1,5 ml Chloroform gelöst und im Eisbad auf ca. 0 °C abgekühlt. Zu dieser
Lösung wurden dann 1,2 ml der silangruppenhaltigen Komponente gegeben. Das Gemisch
wurde gut verrührt und rasch in eine Form gegossen. Über Nacht wurde die Folie zur
Vulkanisation auf einer waagerecht ausgerichteten Unterlage bei Raumtemperatur und unter
Normaldruck gelagert.
Anschließend wurde die Folie 3 h mit Hexan im Soxhletextraktor extrahiert und i. Vak.
getrocknet.
5.2.3.3 Herstellung von Polydimethylsiloxan-Referenzfolien (Si-H 0)
5,45 g des Silicon-Elastomer Sylgard©, Komponente A, wurden in 2 ml Chloroform gelöst.
Hierzu wurden 0,55 g der Komponente D, Polydimethylsiloxan, gegeben und gut verrührt, in
eine Glasschale überführt und über Nacht zur Vulkanisierung waagerecht gelagert.
Anschließend wurde die Folie 4 h in Hexan in einer Soxhletapparatur extrahiert und danach
bei 40 °C im i. Vak. getrocknet.
5.2.4 Kopplung von Substanzen mit endständigen Doppelbindungen an
silangruppenhaltige Silikonfolien durch Hydrosilylierung
Die silangruppenhaltigen Silikonfolien (vgl. Kapitel 5.2.3), wurden durch eine
Hydrosilylierungsreaktion mit einer Doppelbindung mit verschiedenen Substanzen gekoppelt.
Die Kopplung fand immer unter denselben Bedingungen statt, die hier exemplarisch am
Beispiel von 2-Azidoessigsäure-(12-tridecen-3-yl)ester aufgeführt ist.
Die Liste der gekoppelten Substanzen findet sich in Tab. 5.3
In einem 50 ml Schlenkkolben wurden unter Verwendung der Argon-Schutzgastechnik in 20
ml abs. Toluol, 30 µl (≈ 0,1 mmol) 2-Azidoessigsäure-(12-tridecen-3-yl)ester/cm2 Folie und
10 µl Platindivinyltetramethyldisiloxan Lösung als Katalysator gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 40 h bei 90 °C erhitzt. Die Folie wurde anschließend je dreimal mit
je 20 ml Toluol, Ethanol und entionisierten Wasser gewaschen und über Nacht bei 40 °C i.
Vak. getrocknet.
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In einigen Fällen mußte die Reaktionsdauer verändert oder die Menge des zugesetzten
Katalysators geändert werden. Solche Änderungen finden sich in der dritten Spalte von Tab.
5.3 .
Tab. 5.3: Übersicht über die Substanzen, die an die silanfunktionalisierten Silikonfolien
gekoppelt wurden. Von den Standardbedingungen zur Kopplung abweichende
Reaktionsparameter finden sich in der rechten Spalte.
Substanzname Kurzbezeichnung Anmerkungen
C13-Azidsonde Sp. 2.2.2
C9-Azidsonde Sp. 3.2.2
Ro 69-4544 Sp. 2.4.1 Von Roche zur Verfügung gestellte
Substanz
TRI-AIC TRI-AIC Kopplung erfolgte in Ethanol bei 80°C
TRI-AIC-Ro69-4544 Sp. 2.6.3 Modellsubstanz für OEG Derivate
C13-Spacer Azid/Ester Sp. 2.1.2 Inhibitorvorstufe mit C13 Alkylspacer
C9-Spacer Azid/Ester Sp. 3.1.2 Inhibitorvorstufe mit C9Alkylspacer
C13-Alkylderivat Sp. 2.1.4 20 µl Katalysatorlösung
C9-Alkylderivat Sp. 3.3.4 20 µl Katalysatorlösung
Die Tab. 5.3 zeigt eine Auflistung der Verbindungen, die im Rahmen dieser Arbeit an eine
silanfunktionalisierte Silikonfolie gekoppelt wurden. Dabei dienen die ersten fünf
Verbindungen als Modellsubstanzen für spätere Kopplungen von biologisch aktiven
Inhibitorsubstanzen. Bei den letzten vier handelt es sich um Inhibitorderivate, die erfolgreich
an die Folien gebunden wurden. Die Modellsubstanzen sind von oben nach unten in
aufsteigender Komplexität aufgeführt.
5.3 Synthese von Inhibitorderivaten auf Basis von 8-Nonen-3-ol
5.3.1 Darstellung von 6-Hepten-1-al (Sp. 3.0.1)54
In einem 100 ml Dreihalskolben mit Rückflußkühler, Innenthermometer und Septum wurden
7,90 g (34 mmol) Periodsäure in 50 ml bidest. Wasser vorgelegt. Dann wurde über einen
Zeitraum von etwa 15 min 5 g (34 mmol) 7-Octen-1,2-diol unverdünnt in die Lösung getropft,
so daß die Temperatur zwischen 21°C bis 22 °C betrug (vorsichtige Eiskühlung).
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Das Reaktionsgemisch wurde anschließend noch 15 min bei 22 °C gerührt. Im Verlauf der
Reaktion bildete sich eine orangegelbe organische Phase.
Nach Abschluß der Reaktion wurde die organische Phase abgetrennt und die wässrige Phase
noch dreimal mit je 25 ml Diethylether extrahiert (die wässrige Phase wird klar).
Dann wurden die vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat getrocknet,
anschließend von Ether befreit und fraktionierend i. Vak. destilliert. Das Produkt ist ein
farbloses Öl.
Siedepunkt (i. Wasserstrahlvak. (5 mbar): 51-53 °C
Ausbeute: 2.47 g  (63% d. Th.)
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IR (KBr): 
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ν : 3077 ν(C=CH2, schwach), 2932 ν(CH2, stark), 1710 ν(C=O, sehr stark), 993
ν(C=C, schwach) cm-1.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 9,75 (t, 1 H J=4 Hz, 1); 5,86-5,76 (m, 1 H, 6); 5,03 (m
1 H, 7b); 4,97-4,94 (m, 1 H, 7a), 2,46-2,40 (t, 2 H, J=8,3 Hz, 2); 2,12-2,08 (m, 2H, 5); 1,70-
1,60 (m, 2H, , 3); 1,49-1,38 (m, 2H, 4) ppm.
13C-NMR (150.8 MHz, CDCl3, TMS): δ: 202,4 (1), 138,3 (6), 114,8 (7), 43,7 (2), 33,5 (5),
28,4 (3), 21,5 (4) ppm.
5.3.2 Darstellung von 8-Nonen-3-ol (Sp. 3.0.2)53
In einem 100 ml Dreihalskolben  mit Septum, Rückflußkühler und Argonzufluß wurden 900
mg (37,5 mmol) Magnesium in 30 ml trockenem, destillierten Diethylether vorgelegt und für
5 min im Ultraschallbad aktiviert. Von den 2.9 ml (37,5 mmol) Ethylbromid wurden 500 µl
direkt zum aktivierten Magnesium gegeben.
Nach Initiierung der Reaktion, die sich durch eine Erwärmung und eine Trübung des
Diethylethers bemerkbar machte, wurde der Rest des in 10 ml absoluten Diethylethers
gelösten Ethylbromids langsam zugetropft. Die Zugabe wurde so durchgeführt, daß der Ether
mäßig siedete.
Nach Ende der Zugabe wurde weiter bei Raumtemperatur gerührt, bis sich das Magnesium
vollständig aufgelöst hatte.
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Anschließend wurde eine Lösung aus 4.2 g 6-Hepten-1-al in 5 ml absoluten Diethylether
langsam zum Grignardreagenz getropft und danach 2 h unter Rückfluß erhitzt.
Nach dem Abkühlen wurde das Reaktionsgemisch auf etwa 100 g Eiswasser gegossen und
mit gesättigter Ammoniumchloridlösung versetzt. Dann wurden die Phasen getrennt und die
wässrige Phase noch zweimal mit je 20 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dreimal mit je 100 ml gesättigter Hydrogencarbonatlösung
gewaschen.
Nach dem Trocknen über Natriumsulfat wurde der Diethylether am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rückstand i. Vak. fraktionierend destilliert. Das Produkt ist ein farbloses Öl.
Siedepunkt (i. Vak.(9 mbar)): 95-96 °C
Ausbeute: 3,53 g  (66 % d. Th.)
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ν : 3351 (ν, C-OH, stark), 3077 (ν, C=CH2 schwach), 2876 (ν, CH2, stark), 1438
(δ, O-H, mittel), 1118 (ν, C-OH, mittel), 909 und 991 (ν, C=C, mittel, zwei Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,88-5,76 (m, 1 H, 8); 5,03 (m, 1 H, 9b); 4,97-4,94 (m,
1 H, 9a); 3,51 (m, 1 H, 3); 2,10-2,02 (m, 2H, 7); 1,85 (sing., 1 H, 10); 1,58-1,30 (m, 8H,
2,4,5,6); 0,98-0,90 (t, 3H, J=7,5 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (150.8 MHz, CDCl3, TMS): δ: 138,9 (8), 114,3 (9), 73,2 (3), 36,8 (4), 33,8 (7), 30,2
(5), 29,0 (6), 25,2 (2), 9,9 (1) ppm.
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5.3.3 Darstellung von 8-Nonen-3-yl-(2-chloressigsäureester) (Sp. 3.2.1)86
In einem 100 ml Rundkolben wurden 1,42 g (10 mmol) 8-Nonen-3-ol in 20 ml trockenem
Diethylether gelöst und mit 800 µl (791 mg, 10 mmol) trockenem Pyridin versetzt. Zu dieser
Mischung wurden dann tropfenweise 790 µl (1,12 g, 10 mmol) 2-Chloressigsäurechlorid
gegeben und anschließend 30 min bei Raumtemperatur gerührt.
Dann wurde das Reaktionsgemisch auf 40 ml Eiswasser gegossen und mit wenigen Tropfen
konz. Salzsäure angesäuert. Die Phasen wurden getrennt und die wässrige Phase einmal mit
10 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dann zweimal mit
je 20 ml 0.1 M Salzsäure, einmal mit gesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung und einmal
mit entionisiertem Wasser gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet.
Nach dem gründlichen Abrotieren des Ethers erhält man ein schwach gelbliches bis
rotbraunes Öl.
Das Produkt kann ohne weitere Reinigung für die folgende Umsetzung verwendet werden.
Rohausbeute: 1,66 g
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ν : 3077 (ν, C=CH2, schwach), 2971, 2936, 2860 (ν, CH2, stark), 1735 (ν, C=O,
sehr stark), 1289 (ν, C-O-C, stark), 1188 (ν, C-Cl, stark), 911 und 960 (ν, C=C, mittel, zwei
Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,88-5,74 (m, 1 H, 8); 5,02 (m, 1 H, , 9b); 4,98 (m, 1
H, 3), 4,97-4,94 (m, 1 H, 9a); 4,05 (s, 2 H, 11); 2,06 (m, 2H, 7); 1,66-1,55 (m, 4H, 4,5); 1,45-
1,26 (m, 4 H, 2,6); 0,98-0,90 (t, 3H, J=7,5 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (201.1 MHz, CDCl3, TMS): δ: 166,9 (10), 138,4 (8), 114,4 (9), 77,8 (3), 41,1 (11),
33,5 (4), 33,1 (7), 28,6 (6), 26,7 (2), 24,6 (5), 9,4 (1) ppm.
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5.3.4 Darstellung von 8-Nonen-3-yl-(2-azidoessigsäureester) (Sp. 3.2.2)57
65 mg (1 mmol) Natriumazid wurden in 3 ml N,N-Dimethylformamid gelöst und
tropfenweise mit 220 µl (1 mmol) 8-Nonen-3-yl-(2-chloressigsäureester) versetzt. Das
Gemisch wurde zunächst 1 h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend auf 110 °C
erhitzt. Nach Ende der Reaktion wurde der Ansatz auf 20 ml entionisertes Wasser gegeben
und mit 10 ml Diethylether verdünnt. Die organische Phase wurde abgetrennt, noch zweimal
mit je 15 ml entionisiertem Wasser gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet.
Das Lösungsmittel wurde i. Vak. entfernt.
Das Produkt ist ein gelbbraunes Öl.
Ausbeute: 205 mg   (95% d. Th.)
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ν : 3077 (ν, C=CH2, schwach), 2970, 2934, 2859 (ν, CH2, stark), 2108 (ν, N=N=N,
sehr stark),  1743 (ν, C=O, sehr stark), 1288 (ν, C-O-C, mittel), 1202 (ν, C-N3, stark), 911
und 955 (ν, C=C, mittel, zwei Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,86-5,74 (m, 1 H, 8); 5,02 (m, 1 H, 9b); 4,98 (m, 3),
4,97-4,94 (m, 1 H, 9a); 3,87 (s, 2 H, 11); 2,06 (m, 2H, 7); 1,66-1,55 (m, 4H, 4,5); 1,45-1,26
(m, 4 H, 2,6); 0,98-0,90 (t, 3H, J=7,5 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (201.1 MHz, CDCl3, TMS): δ: 166,9 (10), 138,4 (8), 114,4 (9), 77,8 (3), 50,4 (11),
33,5 (2), 33,1 (7), 28,6 (6), 26,7 (2), 24,6 (5), 9,4 (1) ppm.
5.3.5 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-hept-6-enyloxy)-
cyclohex-1-encarboxylsäureethylester (Sp. 3.1.1/Sp. 3.1.2)51
5,04 g (11,2 mmol) des N-Tritylaziridins (Ro-68-7716) wurden in einem 50 ml
Zweihalskolben in 8,0 g (56 mmol) 7-Nonen-3-ol gelöst und mit 2,06 ml (16,8 mmol)
Bortrifluorid Etherat versetzt und 2 h bei einer Innentemperatur von 70-75 °C erhitzt.
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Nach dem Abkühlen des Reaktionsgemisches auf Raumtemperatur wurde der Ansatz
nacheinander mit 4 ml Pyridin, 5,275 ml (56 mmol) Essigsäureanhydrid und 65,74 mg (0,526
mmol) N,N-Dimethylaminopyridin versetzt und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt.
Anschließend wurde der Ansatz mit 10 ml Essigsäureethylester und 50 ml 1 M Salzsäure
versetzt und die Phasen getrennt.
Die wässrige Phase wurde dreimal mit je 10 ml Essigsäureethylester extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel befreit.
Der Rückstand wurde in wenig Essigsäureethylester aufgenommen und an 171 g Kieselgel 60
(mesh 70-230) mit Hexan/Essigsäureethylester  im Verhältnis 2:1 (v/v) chromatographiert.
Es wurden 108 Fraktionen à 8 ml gesammelt.
Das reine Diastereomer I fällt in den Fraktionen 34-40, das Gemisch aus Diastereomer I und
II in den Fraktionen 41-84 und das reine Diastereomer II in den Fraktionen 85-108 an.
Ausbeute: 5,95 g (84% d. Th.)
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ν : 3423 (ν, N-H, mittel), 3083 (ν, C=CH2, schwach), 2970, 2934, 2859 (ν, CH2,
stark), 2104 (ν, N=N=N, sehr stark),  1719 (ν, C=O (Amid/Ester), sehr stark), 1254 (ν, C-O-
C, mittel), 911 und 955 (ν, C=C, mittel, zwei Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (m, 1 H, 2); 5,86-5,74 (m, 2 H, 8,21); 5,03-4,94
(m, 1 H, 7b); 4,97-4,92 (m, 1 H, 7a); 4,58 (m, 1 H, 3); 4,37 (m, 1 H, 5); 4,25-4,19 (quart., 2
H, J=21,2 Hz, 19); 3,42-3,35 (m, 1 H, 13); 3,31-3,23 (m, 2H, 9); 2,91-2,82 (m, 1 H, 4); 2,05-
2,01 (m, 5 H, 6,17); 1,54-1,35 (m, 11 H, 10,11,12,14); 1,32-1,28 (t, 3 H, J= 7,14 Hz, 20); 0,90
(m, 3 H, 15).
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5.3.6 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-5-oxiranyl-
pentyloxy)-cyclohex-1-en-carboxylsäureethylester (Sp. 3.1.3)52
258 mg (1 mmol) meta-Chlorperoxobenzoesäure wurden in 3 ml Chlororform gelöst und im
Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Dann wurden langsam 405 mg (1 mmol) (3R,4R,5S)-4-
Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-hept-6-enyloxy)-4-(2-oxo-propyl)-cyclohex-1-
encarboxylsäureethylester, in 1,5 ml Chloroform gelöst, zugegeben und das
Reaktionsgemisch über Nacht bei Raumtemperatur gerührt.
Dann wurde der Ansatz auf 5 ml 1 M Kalilauge gegossen und die Phasen getrennt. Die
wässrige Phase wurde noch einmal mit 10 ml Chloroform extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen dreimal mit je 15 ml entionisiertem Wasser gewaschen, bis das
Waschwasser neutral reagierte.
Dann wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel i. Vak. entfernt.
Anschließend wurde der Rückstand an 10 g Kieselgel (mesh 70-230) mit Hexan und
Essigsäureethylester im Verhältnis 2:1 (v/v) chromatographiert.
Das Produkt fällt in Form von gelblichen Kristallen an.
Ausbeute: 366 mg  (80% d. Th.)
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ν : 3098 (ν, C-H (Epoxid), schwach), 2969, 2937, 2860 (ν, CH2, stark), 2103 (ν,
N3, sehr stark),1718 (ν, C=O (Ethylester), sehr stark), 1656 (ν, C=O (Acetamid), sehr stark),
1253 (ν, C-O-C (Epoxid), stark) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (m, 1 H, 2); 4,58 (m, 1 H, 3); 4,37 (m, 1 H, 5);
4,25-4,19 (quart., 2 H, J=21,2 Hz, 19); 3,42-3,35 (m, 1 H, 13); 3,31-3,23 (m, 2H, 9); 2,96-
2,87 (m, 1 H, 8); 2,86-2,82 (m, 1 H, 4); 2,80-2,73 (m, 1 H, 7b); 2,48 (m, 1 H, 7a); 2,05-2,01
(m, 5 H, 6,17); 1,54-1,35 (m, 8 H, 10,11,12,14); 1,32-1,28 (t, 3 H, J= 7,14 Hz, 20); 0,90 (m, 3
H, 15).
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5.3.7 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-{1-ethyl-6-hydroxy-7-[2-(2-
{2-[5-(2-oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentanoylamino]-ethoxy}-
ethoxy)-ethylamino]-heptyloxy}-cyclohex-1-encarboxylsäureethyl-ester (Sp.
3.1.4)65
142 mg 5-(2-Oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentansäure-{2-[2-(2-amino-
ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-amid (Biotin DADOO) wurden in 3 ml trockenem Tetrahydrofuran
suspendiert und nacheinander mit 187 mg (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-5-
oxiranyl-pentyloxy)-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester in 0,5 ml trockenem
Tetrahydrofuran gelöst, sowie mit 40 mg Magnesiumbromid Diethyletherat in 1 ml trockenem
Tetrahydrofuran gelöst versetzt.
Dann wurde der Ansatz 9 Tage in einem geschlossenen Souverellgläschen unter Rückfluß
erhitzt. Das in der Kälte nur schwer lösliche Biotinderivat löst sich in der Hitze vollständig
auf. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels HPLC verfolgt.
Nach Ende der Reaktion wurde das Gemisch i. Vak. vom Lösungsmittel befreit und der
Rückstand (150 mg Rohprodukt) an 5 g Kieselgel (70-230 mesh) mit Methanol / Chloroform
79:20 (v/v) mit 1 Vol% wässr. Ammoniaklösung (25%ig) chromatoghraphiert.
Das Produkt wird nach dem Epoxid eluiert und fällt als gelbes Öl an.
Ausbeute: 20 mg (6% d. Th.)
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MALDI-TOF-MS: 783,38 g/mol [M+H]+
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1H-NMR (400 MHz, CD3OD, TMS): δ: 6,74 (m, 1 H, 2); 4,45 (m, 1 H, 30); 4,30-4,26 (dd, 1
H, J = 6,2 Hz, 32); 4,21-4,16 (m, 2 H, 36); 3,77 (m, 1 H, 4); 3,63 (m, 2 H, 17);  3,60 (s, 4 H,
18,19); 3,54-3,50 (t, 2 H, J = 5,5 Hz, 20); 3,44-3,42 (m, 1 H, 5); 3,17 (m, 1 H, 27); 2,93-2,88
(m, 2 H, 29); 2,84-2,78 (m, 2 H, 21); 2,70-2,64 (m, 1 H, 16); 2,57-2,51 (m, 1 H, 9); 2,20 (m, 2
H, 6); 1,98 (d, 3 H, J = 3,0 Hz, 34); 1,75-1,38 (m, 18 H, 8,10,11,12,13,23,24,25,26); 1,27 (m,
3 H, 37); 0,90 (m, 3 H, 7).
5.3.8 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-{1-ethyl-6-hydroxy-7-[2-(2-
{2-[5-(2-oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentanoylamino]-ethoxy}-
ethoxy)-ethylamino]-heptyloxy}-cyclohex-1-encarboxylsäureethyl-ester (Sp.
3.1.5)51
20 mg (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-{1-ethyl-6-hydroxy-7-[2-(2-{2-[5-(2-oxo-
hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentanoylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethylamino]-
heptyloxy}-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 3 ml trockenem Tetrahydrofuran
gelöst und anschließend mit 10,7 mg Triscarboxyethylphosphin, in 0,5 ml Tetrahydrofuran
und 200 µl einer Lösung von 8,4 g Natriumhydrogencarbonat in 1 l entionisiertem Wasser,
versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde über Nacht bei 50 °C erhitzt. Nach Ende der Reaktion wurde
das Lösungsmittel i. Vak. entfernt und der Rückstand in wenig Methanol aufgenommen.
Das Produktgemisch wurde dann an 500 mg Kieselgel (70-230 mesh) mit
Methanol/Chloroform 8:2 und 1% wäßriger Ammoniaklösung (25%) als Laufmittel
chromatographiert.
Das Produkt ist ein gelbliches Öl.
Ausbeute: 15 mg (80 % d. Th.)
MALDI-TOF-MS: 757,50 [M+H]+
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5.3.9 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-{1-ethyl-6-hydroxy-7-[2-(2-
{2-[5-(2-oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentanoylamino]-ethoxy}-
ethoxy)-ethylamino]-heptyloxy}-cyclohex-1-encarboxylsäure (Sp. 3.1.6)51
15 mg  (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-{1-ethyl-6-hydroxy-7-[2-(2-{2-[5-(2-oxo-
hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)-pentanoylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethylamino]-
heptyloxy}-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 500 µl Millipore Wasser
aufgenommen, mit 50 µl 1M Kalilauge versetzt und 40 min bei Raumtemperatur gerührt.Nach
Ablauf der 40 min wurden erneut 50 µl 1 M Kalilauge zugesetzt und das Gemisch eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur gerührt.
Die Reinigung erfolgte über eine Reversed Phase C-18 Säule in Wasser mit einem
Acetontrilgradienten von 0-40 % Acetonitril über 80 min (0,5% pro Minute). Die Produkte
wurden mittels UV Detektion bei 214 nm detektiert, gesammelt und lyophilisiert.
Das Produkt fällt in Form von farblosen Kristallen an.
Ausbeute:  8 mg (55 % d. Th.)
MALDI-TOF-MS: [M+H]+ = 730,08
5.3.10 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-hept-6-enyloxy)-4-
cyclohex-1-encarboxylsäureethylester  (Sp. 3.3.3)51
58,7 mg (0,15 mmol) (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-hept-6-enyloxy)-4-
cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 1,5 ml Tetrahydrofuran gelöst, mit 1 ml
einer Lösung von 37,18 mg (0,18 mmol) Triscarboxyethylphosphin in 0,1 M wässriger
Natriumhydrogencarbonatlösung versetzt und über Nacht bei 40°C gerührt. Anschließend
wurden weitere 10 mg (0,06 mmol) Triscarboxyethylphosphin zugesetzt und erneut über
Nacht bei 40°C gerührt.
Nach dem Ende der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer vom
Lösungsmittel befreit und zwischen Essigsäureethylester und einer halbgesättigten
Natriumchloridlösung in Wasser partitioniert.  Die wässrige Phase wurde einmal mit 5 ml
Essigsäureethylester extrahiert, einrotiert und getrocknet.
Das so erhaltene Rohprodukt zeigte in der Dünnschichtchromatographie keine
Verunreinigungen und wurde deshalb direkt für die nächste Stufe eingesetzt.
Rohausbeute: 82 mg
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5.3.11 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-hept-6-enyloxy)-4-
cyclohex-1-encarboxylsäure (Sp. 3.3.4)51
80 mg (ca. 0,15 mmol) des rohen (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-hept-6-
enyloxy)-4-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 2,5 ml Tetrahydrofuran gelöst,
mit 250 µl einer 1 M Kaliumhydroxidlösung in Wasser versetzt und 4 h bei Raumtemperatur
gerührt. Nach Ende der Reaktion wurde das Gemisch einrotiert und an 2,2 g Kieselgel 60 (70-
230 mesh) mit Chloroform und Methanol (80:20 v/v) chromatographiert. Die
Produktfraktionen wurden vereinigt und vom Lösungsmittel befreit.
Das Produkt fällt als gelbliche Kristalle an.
Ausbeute: 21 mg
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (m, 1 H, 2); 5,86-5,74 (m, 2 H, 8,19); 5,03-4,94
(m, 1 H, 7b); 4,97-4,92 (m, 1 H, 7a); 4,58 (m, 1 H, 3); 3,52-3,45 (m, 1 H, 5); 3,42-3,35 (m, 1
H, 13); 3,31-3,23 (m, 2H, 9); 2,91-2,82 (m, 1 H, 4); 2,05-2,01 (m, 5 H, 6,17); 1,54-1,35 (m, 8
H, 10,11,12,14); 0,90 (m, 3 H, 15).
5.4 Synthese von Inhibitorderivaten auf Basis von 12-Tridecen-3-ol
5.4.1 Darstellung von 12-Tridecen-3-ol (Sp. 2.0.1)53
In einem 250 ml Dreihalskolben wurden 2,4 g (100 mmol) Magnesium in 30 ml trockenem,
destilliertem Diethylether vorgelegt und 5 min im Ultraschallbad aktiviert.
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Von den 6,84 ml (100 mmol) Ethylbromid wurden 500 µl direkt zum aktivierten Magnesium
gegeben. Nach Beginn der Reaktion, der sich durch eine Erwärmung und eine Trübung des
Diethylethers bemerkbar machte, wurde der Rest des in 50 ml absoluten Diethylethers
gelösten Ethylbromids langsam zugetropft. Die Zugabe wurde so durchgeführt, daß der Ether
mäßig siedete. Nach Ende der Zugabe wurde weiter bei Raumtemperatur gerührt, bis sich das
Magnesium vollständig aufgelöst hatte. Anschließend wurde eine Lösung aus 12,0 ml (75
mmol) 11-Undecenal in 50 ml absolutem Diethylether langsam zum Grignardreagenz getropft
und das Gemisch danach 2 h unter Rückfluß erhitzt. Nach dem Abkühlen wurde das
Reaktionsgemisch auf etwa 100 g zerstoßenes Eis gegossen und mit soviel gesättigter
Ammoniumchloridlösung versetzt, daß sich der entstandene Niederschlag auflöste.
Dann wurden die Phasen getrennt und die wässrige Phase noch zweimal mit je 20 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit
gesättigter Natriumsulfitlösung und gesättigter Hydrogencarbonatlösung gewaschen.
Nach dem Trocknen über Natriumsulfat wurde der Diethylether am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rückstand i. Vak. fraktionierend destilliert. Das Produkt fällt als farbloses,
viskoses Öl an.
Ausbeute: 9,39 g  (63% d. Th.)
Siedepunkt (i. Wasserstrahlvak.): 146-150 °C
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IR (KBr): 
~
ν : 3347 (ν, C-OH, stark), 3077 (ν, C=CH2 schwach), 2926 und 2854 (ν, CH2,
stark), 1462 (δ, O-H, mittel), 1117 (ν, C-OH, mittel), 909 und 991 (ν, C=C, mittel, zwei
Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,88-5,74 (m, 1 H, 12); 5,02 (m, 1 H, 13b); 4,95-4,90
(m, 1 H, 13a); 3,54-3,45 (m, 1 H, 3); 2,08-1,99 (m, 2 H, 11); 1,94 (s, 1 H, 14); 1,65-1,25 (m,
16 H, 2,4,5,6,7,8,9,10), 0,96-0,90 (t, 3 H, J=7,4 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (150,8 MHz, CDCl3, TMS): δ: 139,2 (12); 114,1 (13); 73,3 (3), 37,0 (4); 33,8 (11);
30,2 (2); 29,7 (8); 29,6 (6); 29,5 (9); 29,2 (7); 29,0 (10); 25,7 (5); 9,9 (1) ppm.
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5.4.2 Darstellung von 12-Tridecenyl-3-(2-chloressigsäure)-ester (Sp. 2.2.1)86
In einem 100 ml Rundkolben wurden 2,22 g (11,2 mmol) 12-Tridecen-3-ol in 20 ml
trockenem Diethylether gelöst und mit 904 µl (885 mg, 11,2 mmol) trockenem Pyridin
versetzt. Zu dieser Mischung wurden dann tropfenweise 850 µl (1,25 g, 11,2 mmol) 2-
Chloressigsäurechlorid gegeben und anschließend 30 min bei Raumtemperatur gerührt.
Dann wurde das Reaktionsgemisch auf 40 ml Eiswasser gegossen und mit wenigen Tropfen
konz. Salzsäure angesäuert. Die Phasen wurden getrennt und die wässrige Phase einmal mit
10 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dann zweimal mit
je 20 ml 0,1 M Salzsäure, einmal mit gesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung und einmal
mit entionisiertem Wasser gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach dem
gründlichen Abrotieren des Ethers erhält man ein schwach gelbliches bis rotbraunes Öl.
Das Produkt kann ohne weitere Reinigung für die folgende Umsetzung verwendet werden.
Rohausbeute: 2,78 g  (90 % d. Th.)
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IR (KBr): 
~
ν : 3077 (ν, C=CH2, schwach), 2927 und 2855 (ν, CH2, stark), 1756 (ν, C=O,
stark),  1289 (ν, C-O-C, stark), 1188 (ν, C-Cl, stark),  960 und 911 (ν, C=C, mittel, zwei
Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,86-5,74 (m, 1 H, 12); 5,02-4,96 (m, 1 H, 13b); 4,95-
4,90 (m, 1 H, 13a); 4,90-4,87 (m, 1 H, 3) 4,05 (s, 2 H, 16); 2,05-2,03 (m, 2 H, 11); 1,65-1,54
(m, 4 H, 2,10), 1,39-1,25 (m, 12 H, 4,5,6,7,8,9); (0,92-0,87 (t, 3 H, J=7,4 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (201,1 MHz, CDCl3, TMS): δ: 166,9 (14); 138,9 (12); 114,1 (13); 77,9 (3), 41,1
(15); 33,8 (11); 33,4 (4); 29,4 (8); 29,3 (9); 29,2 (10); 29,0 (6); 28,8 (7); 26,8 (2); 25,1 (5); 9,4
(1) ppm.
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5.4.3 Darstellung von 12-Tridecenen-3-yl-(2-azidoessigsäureester) (Sp. 2.2.2)57
65 mg (1 mmol) Natriumazid wurden in 3 ml N,N-Dimethylformamid gelöst und
tropfenweise mit 276 µl (1 mmol) 12-Tridecen-3-yl-(2-chloressigsäureester) versetzt. Das
Gemisch wurde zunächst 1 h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend auf 110 °C
erhitzt. Nach Ende der Reaktion wurde der Ansatz auf 20 ml entionisiertes Wasser gegeben
und mit 10 ml Diethylether verdünnt. Die organische Phase wurde abgetrennt, noch zweimal
mit je 15 ml entionisiertem Wasser gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet.
Das Lösungsmittel wurde i. Vak. entfernt.
Das Produkt ist ein gelbbraunes Öl.
Ausbeute: 300 mg  (95 % d. Th.)
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IR (KBr): 
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ν : 3077 (ν, C=CH2, schwach), 2970, 2927, 2855 (ν, CH2, stark), 2108 (ν, N=N=N,
sehr stark),  1744 (ν, C=O, sehr stark), 1288 (ν, C-O-C, mittel), 1201 (ν, C-N3, stark), 962
und 910 (ν, C=C, mittel, zwei Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 5,86-5,74 (m, 1 H, 12); 5,02-4,96 (m, 1 H, 13b); 4,95-
4,90 (m, 1 H, 13a); 4,90-4,87 (m, 1 H, 3); 3,85 (s, 2 H, 16); 2,05-2,03 (m, 2 H, 11); 1,65-1,54
(m, 4 H, 2,10), 1,39-1,25 (m, 12 H, 4,5,6,7,8,9); (0,92-0,87 (t, 3 H, J=7,4 Hz, 1) ppm.
13C-NMR (201,1 MHz, CDCl3, TMS): δ: 166,9 (14); 138,9 (12); 114,1 (13); 77,9 (3), 50,4
(15); 33,8 (11); 33,4 (4); 29,4 (8); 29,3 (9); 29,2 (10); 29,0 (6); 28,8 (7); 26,8 (2); 25,1 (5); 9,4
(1) ppm.
5.4.4 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-undec-10-enyloxy)-
cyclohex-1-encarboxylsäureethylester (Sp. 2.1.1/Sp. 2.1.2)51
3,46 g (6,4 mmol) des N-Tritylaziridins (Ro-68-7716/000) wurden in einem 25 ml
Zweihalskolben in 6,46 g (32 mmol) 12-Tridecen-3-ol gelöst, mit 1,17 ml (9,6 mmol)
Bortrifluorid Etherat versetzt und 2 h bei einer Innentemperatur von 70-75 °C erhitzt.
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Nach dem Abkühlen des Reaktionsgemisches auf Raumtemperatur wurde der Ansatz
nacheinander mit 2 ml Pyridin, 3,01 ml (32 mmol) Essigsäureanhydrid und 37,57 mg (0,301
mmol) N,N Dimethylaminopyridin versetzt und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt.
Anschließend wurde der Ansatz mit 10 ml Essigsäureethylester und 10 ml 1 M Salzsäure
versetzt und die Phasen getrennt.
Die wässrige Phase wurde noch einmal mit 10 ml Essigsäureethylester extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel befreit.
Der Rückstand wurde in wenig Essigsäureethylester aufgenommen und an 110 g Kieselgel 60
(mesh 70-230) mit Hexan/Essigsäureethylester  im Verhältnis 2:1 chromatographiert.
Es wurden 60 Fraktionen à 4 ml gesammelt. Das reine Diastereomer I fällt in den Fraktionen
4-12, ein Gemisch beider Diastereomere in den Fraktionen 13-43 und das reine Diastereomer
II in den Fraktionen 44-54 an.
Ausbeute: 4,2 g (92 % d. Th.)
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IR (KBr): 
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ν : 3423 (ν, N-H, mittel), 3083 (ν, C=CH2, schwach), 2970, 2934, 2859 (ν, CH2,
stark), 2104 (ν, N=N=N, sehr stark),  1719 (ν, C=O (Amid/Ester), sehr stark), 1254 (ν, C-O-
C, mittel), 911 und 955 (ν, C=C, mittel, zwei Banden) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (m, 1 H, 2); 5,86-5,77 (m, 1 H, 8); 5,76-5,70 (s, 1
H, J=8,2 Hz, 25), 5,04-4,96 (m, 1 H, 7b); 4,96-4,92 (m, 1 H, 7a); 4,60 (m, 2 H, 6); 4,39-4,30
(m, 1 H, 3); 4,25-4,18 (quart., 2 H, J=11,0 Hz, 23); 3,41-3,35 (m, 1 H, 17); 3,29-3,21 (m, 1 H,
5); 2,91-2,82 (m, 1 H, , 4); 2,10-2,02 (m, 5 H, 9,21); 1,55-1,34 (m, 16 H, 10,11,12,13,
14,15,16,18); 1,32-1,28 (t, 3 H, J=7,1 Hz, 24); 0,90 (m, 3 H, 19) ppm.
Experimenteller Teil 143
5.4.5 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-undec-10-
enyloxy)-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester (Sp. 2.3.3)51
50 mg (0,10 mmol) (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-undec-10-
enyloxy)cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 1,5 ml Tetrahydrofuran gelöst, mit
28,6 mg (0,13 mmol) Triscarboxyethylphosphin in 1 ml einer wässrigen 1 M
Natriumhydrogencarbonatlösung versetzt und über Nacht bei 40°C gerührt. Anschließend
wurden weitere 10 mg (0.06 mmol) Triscarboxyethylphosphin zugesetzt und erneut über
Nacht bei 40°C gerührt. Nach dem Ende der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel befreit und zwischen Essigsäureethylester und einer
halbgesättigten Natriumchloridlösung in Wasser partitioniert.  Die wässrige Phase wurde
einmal mit 5 ml Essigsäureethylester extrahiert, einrotiert und getrocknet.
Das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung für die nächste Stufe eingesetzt.
Rohausbeute: 75 mg
5.4.6 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-undec-10-
enyloxy)-cyclohex-1-encarboxylsäure (Sp. 2.3.4)51
80 mg (ca. 0,15 mmol) des rohen (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-amino-3-(1-ethyl-undec-10-
enyloxy)-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester wurden in 2,5 ml Tetrahydrofuran gelöst, mit
250 µl einer 1 M Kaliumhydroxydlösung in Wasser versetzt und 4 h bei Raumtemperatur
gerührt. Nach Ende der Reaktion wurde das Gemisch einrotiert und an 2,2 g Kieselgel 60 (70-
230 mesh) mit Chloroform und Methanol (80:20 v/v) chromatographiert. Die
Produktfraktionen wurden vereinigt und von Lösungsmittel befreit.
Das Produkt fällt in Form von gelblichen Kristallen an.
Ausbeute: 21 mg  (53 % d. Th. über die letzten beiden Stufen)
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (m, 1 H, 2); 5,86-5,74 (m, 2 H, 8,23); 5,03-4,94
(m, 1 H, 7b); 4,97-4,92 (m, 1 H, 7a); 4,58 (m, 1 H, 3); 3,52-3,45 (m, 1 H, 5); 3,42-3,35 (m, 1
H, 17); 3,31-3,23 (m, 2H, 9); 2,91-2,82 (m, 1 H, 4); 2,05-2,01 (m, 5 H, 6,21); 1,54-1,35 (m,
16 H, 10,11,12,13,14,15,16,18); 0,90 (m, 3 H, 19).
5.4.7 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-undecenyl-10-
enyloxy)-4-(2-oxo-propyl)-cyclohex-1-encarboxylsäureethylester (Sp. 2.3.3)52
258 mg (1 mmol) meta-Chlorperoxobenzoesäure wurden in 3 ml Chloroform gelöst und im
Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Dann wurden langsam 464 mg (1 mmol) (3R,4R,5S)-4-
Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-undecenyl-10-enyloxy)-4-(2-oxo-propyl)-cyclohex-1-
encarboxylsäureethylester, in 1,5 ml Chloroform gelöst, zugegeben und das
Reaktionsgemisch über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Dann wurde der Ansatz auf 5 ml
1 M Kalilauge gegossen und die Phasen getrennt. Die wässrige Phase wurde noch einmal mit
10 ml Chloroform extrahiert und die vereinigten organischen Phasen dreimal mit je 15 ml
entionisiertem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser neutral reagierte. Dann wurde über
Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel i. Vak. entfernt. Anschließend wurde der
Rückstand an 12,3 g Kieselgel (mesh 70-230) mit Hexan-Essigester (1:1 v/v)
chromatographiert.
Das Produkt fällt in Form farbloser Kristalle an.
Aubeute: 369,6 mg (80% d. Th.)
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IR (KBr): 
~
ν : 3098 (ν, C-H (Epoxid), schwach), 2969, 2937, 2860 (ν, CH2, stark), 2103 (ν,
N3, sehr stark),1718 (ν, C=O (Ethylester), sehr stark), 1656 (ν, C=O (Acetamid), sehr stark),
1253 (ν, C-O-C (Epoxid), stark) cm-1
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,78 (t, 1 H, J = 4,7 Hz, 2); 4,58 (m, 1 H, 3); 4,37 (m, 1
H, 5); 4,25-4,19 (quart., 2 H, J=21,2 Hz, 23); 3,42-3,35 (m, 1 H, 17); 3,31-3,23 (m, 2H, 9);
2,96-2,87 (m, 1 H, 8); 2,86-2,82 (d, 1 H, J=17,6 Hz, 4); 2,80-2,73 (m, 1 H, 7b); 2,48 (m, 1 H,
7a); 2,05-2,01 (m, 5 H, 6,21); 1,54-1,35 (m, 16 H, 10,11,12,13,14,15,16,18); 1,32-1,28 (t, 3
H, J= 7,14 Hz, 24); 0,90 (m, 3 H, 19).
5.5 Darstellung eines Ethylenglykolderivats von Ro-69-4544 als
Modellsubstanz
5.5.1 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-propoxy)-cyclohex-
1-encarboxylsäure-8-oxiranyl-octylester (Ro 69-4544-Epoxid, Sp. 2.4.2)52
2,58 g (15 mmol) meta-Chlorperoxobenzoesäure wurden in 30 ml Chlororform gelöst und im
Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Dann wurden langsam 4,48 g (10 mmol) (3R,4R,5S)-4-
Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-propoxy)-cyclohex-1-encarboxylsäuredec-9-enylester in 1,5
ml Chloroform gelöst, in die Lösung gegeben und das Reaktionsgemisch über Nacht bei
Raumtemperatur gerührt.
Anschließend wurde der Ansatz auf 40 ml 1 M Kalilauge gegossen und die Phasen getrennt.
Die wässrige Phase wurde noch einmal mit 25 ml Chloroform extrahiert und die vereinigten
organischen Phase dreimal mit je 20 ml entionisiertem Wasser gewaschen, bis das
Waschwasser neutral reagierte. Danach wurde über Natriumsulfat getrocknet und das
Lösungsmittel i. Vak. entfernt. Schließlich wurde der Rückstand an 116 g Kieselgel (mesh 70-
230) mit Hexan-Essigester (1:1 v/v) chromatographiert.
Das Produkt fällt in Form farbloser Kristalle an.
Ausbeute: 4,81 g (97 % d. Th.)
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IR (KBr): 
~
ν : 3272 (ν, NH-CO, mittel), 3098 (ν, C-H (Epoxid), schwach), 2969, 2937, 2860
(ν, CH2, stark), 2103 (ν, N3, sehr stark),1717 (ν, C=O (Ethylester), sehr stark), 1656 (ν, C=O
(Acetamid), sehr stark), 1255 (ν, C-O-C (Epoxid), stark) cm-1
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ: 6,79 (m, 1 H, 2); 5,83 (bs, 1 H, 25); 4,58 (m, 1 H, 3);
4,32 (m, 1 H, 5); 4,18-4,11 (m, 2 H, 16); 3,36-3,25 (m, 1 H, 20); 2,92-2,82 (m, 3 H, 4,8);
2,77-2,74 (m, 1 H, 7a); 2,47 (m, 1 H, 7b); 2,26-2,17 (m, 2 H, 9); 2,04 (s, 3 H, 24); 1,70-1,63
(m, 2 H, 6); 1,57-1,29 (m 16 H, 10,11,12,13,14,15,19,21); 0,91 (m, 6 H, 18,22).
5.5.2 Darstellung von 1-Allyl-3-(3-{2-[2-(3-amino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-
harnstoff (TRI-AIC)87
3,30 ml (15 mmol) 3-{2-[2-(3-Amino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propylamin wurden in einen
50 ml Schlenkkolben gegeben, unter Argon-Schutzgasatmosphäre gebracht und in 20 ml abs.
Tetrahydrofuran gelöst. Danach wurden 1,33 ml (15 mmol) Allylisocyanat, ebenfalls in 10 ml
abs. Tetrahydrofuran gelöst langsam unter Rühren zugegeben. Es fiel schon nach Zugabe
weniger Tropfen Allylisocyanat ein voluminöser, farbloser Niederschlag aus. Nach beendeter
Zugabe wurde noch 1 h bei Raumtemperatur gerührt, der entstandene Niederschlag abgesaugt
und aus Wasser und Chloroform umkristallisiert. Das farblose kristalline Produkt wurde
schließlich im Hochvakuum getrocknet.
Ausbeute: 4,5 g (99 % d. Th.)
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MALDI-TOF-MS: 304,58 [M+H]+
IR (KBr): 
~
ν : 3331 (ν, -NH2 / -NH-CO, stark), 3083 (ν, C=CH2, schwach), 2885 (ν, >CH2,
mittel), 1617 (ν, >N-CO-N<, sehr stark), 1593 (ν, -NH2, stark), 1481 (ν, >CH2, schwach),
1142 (ν, C-O-C, stark), 990 (δ, R-CH=CH2, schwach), 916 (δ, R-CH=CH2, mittel) cm-1.
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ = 5,85 (m, 1 H, J = 1,65 Hz, 2); 5,16 (dd, 1 H, J = 1,65
Hz, J = 17,31 Hz, 1a(z)); 5,07 (dd, 1 H, J = 1,65 Hz, J = 10,16 Hz, 1b(e)); 3,78 (m, 2 H, 3);
3,64 (m, 4 H, 9,17); 3,52 – 3,61 (m, 8 H, 11,12,14,15); 3,29 (m, 2 H, 7); 2,79 (t, 2 H, J=6,82
Hz, 19); 1,73 (m, 4 H, 8,18); 1,50 (s, 2 H, 20) ppm.
13C-NMR (100 MHz, CDCl3, TMS): δ = 158,5 (5); 135,7 (2); 115,0 (1);71,7 (3); 70,5 (11,15);
70,27 (12,14); 70,10 (17); 69,52 (9); 42,72 (19); 39,55 (7); 38,30 (18); 33,38 (); 29,42 (8);
ppm.
5.5.3 Darstellung von (3R,4R,5S)-4-Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-propoxy)-cyclohex-
1-encarboxylsäure-9-[3-(2-{2-[3-(3-allyl-ureido)-propoxy]-ethoxy}-ethoxy)-
propylamino]-9-hydroxy-nonylester (Sp 2.6.3)65
304 mg (1 mmol) TRI-AIC wurden unter Argon-Schutzgasatmosphäre in einen 25 ml
Schlenkkolben in 5 ml absolutem Methanol gelöst. 230 mg (0,5 mmol) (3R,4R,5S)-4-
Acetylamino-5-azido-3-(1-ethyl-propoxy)-cyclohex-1-encarboxylsäure-8-oxiranyl-octylester
wurden ebenfalls in 5 ml abs. Methanol gelöst und unter Rühren in den Schlenkkolben
gegeben. Danach wurden 135 mg Magnesiumbromid-Etherat, in 5 ml abs. Methanol gelöst,
langsam zugegeben und das Reaktionsgemisch 5 Tage bei 70 °C Ölbadtemperatur unter
Rückfluß und Rühren erwärmt und nach Einstellen der Reaktionstemperatur die
Schutzgasatmosphäre aufgehoben.
Der Fortschritt der Reaktion wurde durch Dünnschichtchromatographie verfolgt. (Laufmittel
Chloroform / Hexan / Methanol 100 / 30 / 10 % (v/v)).
Die entstandene gelbe Lösung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rückstand
an 40 g Kieselgel 60 mit Hexan / Chloroform / Methanol 150 / 30 / 20 % (v/v)
chromatographiert. Es wurden 70 Fraktionen à 5 ml gesammelt.
Die Produktfraktionen wurden vereinigt, am Rotationsverdampfer vom Laufmittel befreit und
im Hochvakuum über Nacht getrocknet.
Die Produkte fielen als farbloser bis gelber Feststoff an.
Ausbeute:  87,3 mg  (23 % d. Th.)
MALDI-TOF-MS: 756,00 [M+H]+.
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